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 Leishmaniasis is a disease caused by species of the genus Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) 
with an estimated annual incidence comprised between 900,000 and 1.8 million cases. L. infantum is the etiological 
agent responsible for zoonotic visceral leishmaniasis being the dog the main reservoir in the Mediterranean basin. 
Leishmania spp. develops a digenetic biological life cycle which alternates the extracellular promastigote form 
within the midgut of the vector Phlebotomus with the immobile intramacrophage amastigote stage in the 
mammalian host. Current treatment options of leishmaniases are limited due to their toxicity, high cost and the 
development of increasing resistances and relapses. In this work, L. infantum tyrosine aminotransferase (LiTAT) 
has been identified as an important enzyme in the metabolism of the parasite. LiTAT is a cytoplasmic enzyme 
involved in the first step of the aromatic amino acids degradation pathway which is based on the transamination of 
the amino group of an amino acid to an oxoacid. As in T. cruzi. the end-product of the tyrosine degradative 
pathway (p-hydroxyphenyl lactic acid), which has been associated to the pathogeny in other trypanosomatids, is 
excreted in big amounts by promastigotes in axenic culture indicating a highly activated pathway. The percentage 
of sequence identity between LiTAT and the mammalian orthologue is 37% and the reactivity is rather different 
between both orthologues. Expression of the protein was confirmed in both, the amastigote and  in the early-
logarithmic stage of promastigotes. The iron is required to initiate the expression of LiTAT in early-logarithmic 
stage. On the other hand, the degradation of LiTAT can be avoided by the deletion of the first 38 amino acids 
located in the N-terminal and by the inhibition of the subunit 26S in the proteasome. Within the stationary stage of 
promastigotes it is only expressed in the more infective metacyclic subpopulation. Moreover LiTAT is over-
expressed in a nitric oxide resistant strain of L. infantum (chagasi). This over-expression may be explained because 
LiTAT seems to be able to interact with the malic decarboxylase enzyme, which is responsible, among others, of 
the pyruvate synthesis from malate producing NADPH which is necessary for the protection against the oxidative 
stress. All these reasons make LiTAT a good candidate for the development of new inhibitors. Consequently the 
PLP-bonded structure of this enzyme was solved by X-ray crystallography at 2.35 Å of resolution. A 
comprehensive basis for the mechanism of the transamination in the active center allowed a structure-based 
















































 La leishmaniasis es una enfermedad causada por distintas especies del género Leishmania (Kinetoplastida: 
Trypanosomatidae) con una incidencia estimada anual de entre 900.000 y 1,8 millones de casos. L. infantum es el 
agente etiológico responsable de la leishmaniasis visceral zoonótica en la que el perro es el principal reservorio en 
la cuenca mediterránea. Leishmania spp. tiene un ciclo digenético en el que se alternan el estadío promastigote 
extracelular en el tubo digestivo del vector, Phlebotomus, con el estadío amastigote inmóvil en el interior de los 
macrófagos del hospedador mamífero. La terapia actual frente a la leishmaniasis está muy limitada debido a su 
toxicidad, elevado coste y al desarrollo de resistencias y recidivas. En el presente trabajo, la tirosina 
aminotransferasa de L. infantum (LiTAT) se ha identificado como una enzima importante en el metabolismo del 
parásito. LiTAT es una proteína citoplasmática que está involucrada en el primer paso de la ruta de degradación de 
aminoácidos aromáticos, el cual consiste en la transaminación del grupo amino desde un aminoácido a un 
oxoácido.  Como ocurre en T. cruzi, el producto final de la ruta de degradación de la tirosina (el ácido p-
hidroxifenil láctico), que se ha asociado a la patogenia de la enfermedad en otros tripanosomátidos, es excretado en 
gran cantidad por los promastigotes al medio de cultivo, lo que es indicativo de una ruta metabólica muy activa. El 
porcentaje de identidad de secuencia de LiTAT con la proteína ortóloga en mamíferos es del 37% y la especificidad 
frente a los sustratos oxoácidos entre ambas es muy distinta. La expresión de la proteína se confirmó tanto en 
promastigotes en fase logarítmica temprana, como en amastigotes. El hierro es un factor necesario para el inicio de 
la expresión de LiTAT en fase logarítmica temprana. Por otro lado, la degradación de LiTAT puede ser eludida por 
la deleción del extremo N-terminal de 38 aminoácidos y por la inhibición de la subunidad  26S del proteasoma. En 
promastigotes en fase estacionaria, la proteína sólo se expresa en la subpoblación metacíclica con mayor capacidad 
infectiva. Además, LiTAT se sobre-expresa en una cepa de L. infantum (chagasi) resistente a óxido nítrico. Dicha 
sobre-expresión podría explicarse por su interacción con la malato descarboxilasa, responsable, entre otras, de la 
síntesis de piruvato a partir de malato produciendo NADPH, requerido en la protección frente a estrés oxidativo. 
Todo esto hace de LiTAT una buena diana terapéutica para el desarrollo de nuevos compuestos inhibidores. Por 
ello, mediante cristalografía de rayos X,  se ha resuelto la estructura de la proteína LiTAT a una resolución de 2,35 
Å. Esto ha permitido dilucidar el mecanismo de reacción que se produce durante el proceso de transaminación en el 
centro activo de la enzima y ha permitido el desarrollo de un grupo farmacóforo con el que poder identificar nuevas 
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NADPH   Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 
NHS    N-hidroxisuccinimida 
Ni-NTA   Matriz de ácido nitrilotriacético-níquel 
NO    Óxido nítrico 
PAGE-SDS   Electroforesis en gel de agarosa con SDS 
PCR    Reacción en cadena de la polimerasa 
PHIL    Biblioteca de imágenes de salud pública 




pHPP    Ácido para-hidroxifenil pirúvico  
pI    Punto isoeléctrico 
PLP    Piridoxal fosfato 
PKDL    Leishmaniasis dérmica post-Kala-azar 
PMA    Phorbol myristate acetate      
PMP    Piridoxamina fosfato 
PNA    Aglutinina de cacahuete 
PNA
- 
    Subpoblación de promastigotes no aglutinantes con PNA 
PNA
+ 
   Subpoblación de promastigotes aglutinantes con PNA 
PSG    Gel secretado por promastigotes 
PTS    Peroxisomal-targeting-signal  
Q    Cantidad de ADN 
Qn    Cantidad de ADN normalizada 
qPCR    Reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa 
RAPD    Random Amplification of Polymorphic DNA   
RE    Retículo endoplasmático 
RMSD    Root-mean square deviation 
ROS    Especies reactivas de oxígeno 
SBF    Suero bovino fetal 
SD    Desviación estándar 
SEC     Exclusión molecular 
SNP    Polimorfismo de un solo nucleótido 
TA    Temperatura ambiente 
TAE    Tampón Tris-acetato 
TAT    Tirosina aminotransferasa 
TCA    Ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
TH    Temperatura de hibridación 
THB    Trypanosome Homogenization Buffer 
THF    Tetrahidrofolato 
tRE     Retículo endoplasmático de transición 
UDO    Unidades de densidad óptica 
Ve    Volumen de elución 














































































































Se denomina leishmaniasis a la enfermedad transmitida por vectores artrópodos de la familia Phlebotominae 
que afecta a vertebrados mamíferos y cuyos agentes etiológicos son protozoos del género Leishmania (orden 
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae). Dependiendo de la especie y del estado inmunológico del hospedador, 
se distinguen tres manifestaciones clínicas principales: leishmaniasis cutánea (CL), mucocutánea (MCL) y visceral 
(VL). Otras menos frecuentes son la leishmaniasis cutánea difusa (DCL) y la leishmaniasis dérmica post-kala-azar 
(PKDL). L. infantum es el agente etiológico responsable de la leishmaniasis visceral zoonótica en la cuenca 
mediterránea, donde el perro es el reservorio principal. La leishmaniasis causada por L. donovani se considera una 
antroponosis, ya que el reservorio es el hombre. 
 
1.1.1. Epidemiología 
Están descritas al menos treinta especies del género Leishmania, de las cuales más de 20 son patógenas para el 
ser humano. La leishmaniasis se considera endémica en 98 países. Según la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), hay una incidencia anual de 1,3 millones de nuevos casos en todo el mundo, de los cuales 300.000 son de 
VL. El 90% de los nuevos casos de leishmaniasis visceral a nivel mundial  se registran en siete países (Bangladesh, 
Brasil, Etiopía, India, Nepal, Sudán y Sudán del Sur) (OMS, 2012). Anualmente se registran entre 20.000 y 40.000 
casos de mortalidad por VL y la población en riesgo es de 310 millones de personas. La distribución geográfica de 
la leishmaniasis (Figura 1) se ha expandido desde 1993 debido, principalmente, al movimiento de poblaciones 
(Desjeux, 2001, Aagaard-Hansen y col., 2010). También se ha registrado un incremento en el número global de 
casos de VL debido a distintos factores, como el escaso control en las áreas de transmisión activa, la aparición de 
resistencias frente a los fármacos habituales, la deforestación y la proximidad y abundancia de reservorios en el 
ambiente doméstico, entre otros factores. Con respecto a la VL, los cánidos son los reservorios de la especie L. 
infantum en el Viejo Mundo (África, Asia y Europa) y de L. chagasi (considerado sinónimo de L. infantum) en el 
Nuevo Mundo (América del Sur y Central). En el Viejo Mundo la VL se localiza en toda la cuencia mediterránea, 
África, Oriente Medio y el sur de Asia (Figura 2). Hasta 2012, se habían registrado casos de co-infección de VIH 
con Leishmania spp. en 35 países con un aumento notable en zonas con difícil acceso a una terapia anti-retroviral 
(Alvar y col., 2008). 
En España, la leishmaniasis causada por L. infantum es una enfermedad endémica, presente en la mayor parte 
del territorio peninsular e Islas Baleares. El zorro (Vulpes vulpes) mantiene el ciclo selvático de transmisión y el 
perro (Canis familiaris) el ciclo doméstico. Las especies de vector implicadas en la transmisión son Phlebotomus 
perniciosus y P. ariasi.  En julio de 2009 se detectó un brote de leishmaniasis en el suroeste de la Comunidad de 
Madrid causado por L. infantum (Jimenez y col., 2013), durante el cual se aumentó cinco veces la incidencia de la 
enfermedad en Madrid. Debido a este brote, se ha propuesto que la liebre (Lepus granatensis) podía actuar como 






Figura 1. Distribución de VL a nivel mundial. (en amarillo se indican las zonas en donde la VL es endémica) (adaptado de la 





Figura 2. Distribución de VL en el viejo mundo (Pigott y col., 2014). Las estimaciones nacionales de presencia de VL oscilan desde 







1.1.2. Manifestaciones clínicas. 
 
1.1.2.1. Leishmaniasis humana. 
La leishmaniasis presenta un cuadro clínico variable, que se diferencia en función de la especie del parásito 








 Leishmaniasis cutánea (CL): cursa generalmente con la aparición, en el lugar de la picadura, de pápulas 
eritematosas que se ulceran y que tienden a curarse espontáneamente, en algunos casos persistiendo en 
forma de nódulos o placas. Las especies causantes de esta forma clínica en el Viejo Mundo son L. major, L. 
tropica y L. aethiopica, y con menor frecuencia, L. infantum y L. donovani (Rioux y Lanotte, 1990). En el 
Nuevo Mundo, las especies implicadas son todas las pertenecientes al subgénero Viannia y dentro del 






o Leishmaniasis cutánea difusa (DCL): cursa con la aparición de lesiones no ulcerosas y diseminadas 
en la piel. Esta forma es crónica y con frecuentes recidivas. Está causada por L. aethiopica en el 
Viejo Mundo y por las especies del complejo L. mexicana en el Nuevo Mundo (Convit y col., 
1972). 
 
 Leishmaniasis mucocutánea (MCL): se caracteriza, en primer lugar, por la aparición de úlceras cutáneas. A 
continuación, los parásitos se diseminan desde la piel, a la mucosa nasofaríngea por vía linfática o 
hematógena provocando la destrucción de ésta. La MCL está causada principalmente por las especies del 
subgénero Viannia en el Nuevo Mundo (L. (V) braziliensis  y con menor frecuencia por L. (V) panamensis 
y L. (V) guyanensis) (David y Craft, 2009). 
 
 
 Leishmaniasis visceral (VL): también conocida como Kala-azar, es la forma más grave de la enfermedad y 
es mortal sin tratamiento. Está causada por especies del complejo L. donovani (L. infantum y L donovani). 
Presenta una amplia variedad de síntomas clínicos incluyendo fiebre irregular, pérdida de peso, 
hepatoesplenomegalia (con predominio de esplenomegalia) y pancitopenia (que incluye anemia, 
trombocitopenia, leucopenia y neutropenia junto con una relativa linfocitosis y monocitosis) asociada con 








o Leishmaniasis dérmica post-Kala-azar (PKDL): es una secuela de VL producida tras su remisión y 
causada por L. donovani. Se producen lesiones maculares, maculopapulares y nodulares, que se 






Figura 3. Manifestaciones clínicas de la leishmaniasis humana. CL, leishmaniasis cutánea; DCL, 
leishmaniasis cutánea difusa; MCL, leishmaniasis mucocutánea; VL, leishmaniasis visceral o Kala-azar; 
PKDL, leishmaniasis dérmica post-Kala-azar. Fotografías obtenidas de la Biblioteca de Imágenes de 
Salud Pública (PHIL) (Centro para el Control y Prevención de Enfermedades, Georgia, Estados Unidos) y 
de la OMS. 
 
1.1.2.2. Leishmaniasis canina. 
En el perro, a diferencia del hombre, no hay distintos tipos de leishmaniasis canina sino que cursa con 
sintomatología cutánea y visceral variable (Ferrer, 1989). La duración del periodo de incubación oscila entre dos 
meses y varios años. En la etapa temprana de la enfermedad aparecen síntomas inespecíficos, como apatía, astenia, 
pérdida de peso y conjuntivitis, entre otros. Durante el periodo de patencia, pueden aparecer los siguientes síntomas 
característicos: lesiones cutáneas, onicogriposis, anorexia, fiebre, linfadenopatías, hepatomegalia, esplenomegalia, 
palidez de las mucosas y atrofia muscular (Figura 4). En la fase final de la enfermedad, se produce caquexia y 










1.1.3. Diagnóstico de la leishmaniasis. 
La detección de la enfermedad se realiza principalmente por métodos etiológicos e inmunológicos. Para el 
diagnóstico etiológico las muestras se obtienen mediante aspirado de ganglio linfático y observación al 
microscopio. En ocasiones, para el diagnóstico de PKDL se utilizan biopsias cutáneas o aspirados de médula ósea 
(procedimiento más invasivo) (Osman y col., 1998). Los métodos de diagnóstico utilizados para cribados a gran 
escala son la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) o la hibridación con sondas de ADN (Dot-blot), entre 
otras. 
Como técnicas de inmunodiagnóstico para la detección de anticuerpos circulantes frente a proteínas de 
Leishmania presentes en la sangre de paciente infectados, se utilizan la inmunofluorescencia indirecta, los test de 
aglutinación directa o el enzimoinmunoensayo (ELISA) con extracto soluble de Leishmania. Para el diagnóstico de 
la leishmaniasis canina, se utilizan los métodos de diagnóstico inmunológico mencionadas arriba a partir de 
biopsias de ganglios linfáticos, bazo o médula ósea (Mancianti y Meciani, 1988, Badaro y col., 1993). 
También se ha desarrollado un método de xenodiagnóstico indirecto que se basa en la detección de parásitos 
en flebotomos, infectados tras ingerir sangre de pacientes con leishmaniasis (Molina y col., 1994). 
 
1.1.4. Interacción entre Leishmania y el hospedador: la respuesta inmunitaria. 
Cuando los promastigotes son inoculados en la dermis del hospedador durante la ingesta de sangre del 
flebotomo, se inicia la activación de la respuesta inmunitaria innata. En primer lugar, se produce la opsonización 
por los anticuerpos naturales (IgM) del hospedador, lo que inicia la activación de la vía clásica del sistema del 
complemento. Se ha propuesto que los promastigotes metacíclicos podrían evadir la lisis mediada por el sistema del 
complemento probablemente debido al cambio en la composición de la molécula de lipofosfoglicano (LPG) en esta 
subpoblación, lo que impediría el anclaje de las subunidades C5b-C9 (Puentes y col., 1989). En el caso de que los 
promastigotes que evaden la acción del complemento sean internalizados por los fagocitos, se podría iniciar la 
respuesta inmunitaria adaptativa en la que estos fagocitos migran hacia los órganos linfoides secundarios, donde 
presentan el antígeno a las células T colaboradoras vírgenes (Walker y col., 2014). 
En la infección de L. major en ratón existe un división clara entre las respuestas Th1 y Th2 que determina la 
susceptibilidad del hospedador (Gumy y col., 2004). La resistencia es conferida por las células Th1 y la 
susceptibilidad se produce por un incremento en la respuesta Th2. Durante la respuesta Th1, se produce una alta 
concentración de interleuquina-12 (IL-12) por macrófagos, leucocitos polimorfonucleares, células dendríticas y 
linfocitos B. Esta citoquina induce la producción de interferón gamma (IFN-ɣ) por los linfocitos T CD4+ y T CD8+ 
y por las células NK (Scharton-Kersten y col., 1995). El IFN-ɣ producido induce la activación de los macrófagos 
para la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y óxido nítrico (NO). Por otro lado, en la respuesta Th2, 
manifestada por la presencia de  IL-10, IL-4, IL-13, entre otras, y la alta producción de anticuerpos, se muestra una 
mayor susceptibilidad a la infección en ratones (Sacks y Noben-Trauth, 2002). En la leishmaniasis humana, la 
respuesta inmunitaria varía en función del hospedador y del cuadro clínico. Frente a CL, existe una predominancia 
clara de la respuesta Th1. Sin embargo, no existe una dicotomía clara en el tipo de linfocitos T que participan 
(Ajdary y col., 2000). En VL, se ha visto por estudios realizados con células T de pacientes con leishmaniasis 




factores más importantes para el desarrollo de la patogenia de la enfermedad, mientras que la citoquina IL-12 
favorece la linfoproliferación y la producción de IFN-ɣ (Bacellar y col., 2000). En la infección en el perro, la 
respuesta Th1 parece predominar en perros asintomáticos, mientras que las citoquinas Th2 podrían estar 
relacionadas con una progresión de la enfermedad (Barbieri, 2006). Sin embargo, en este caso no hay una 
dicotomía tan clara como en el ratón, sino que se produce un balance entre las respuestas Th1 y Th2. 
 
1.1.5. Control de la enfermedad. 
1.1.5.1. Control del vector y del reservorio. 
Una de las medidas más eficaces para controlar la leishmaniasis es a través del control del vector. Para ello, se 
utilizan piretroides como por ejemplo la resmetrina (Tetreault y col., 2001). Este tipo de insecticidas se usan tanto 
en interiores (lugares de reposo, contornos de ventanas y mosquiteras) como en exteriores (perreras, porches, etc.) 
dada su baja toxicidad en mamíferos (Alexander y Maroli, 2003). Para la eliminación de la forma larvaria del 
insecto-vector, una alternativa es la introducción en los criaderos potenciales de flebotomos adultos infectados con 
la bacteria larvicida Bacillus sphaericus (Robert y col., 1997). 
En las leishmaniasis zoonóticas, para limitar la incidencia de la enfermedad se ha de controlar el reservorio. 
Para ello, se hace un seguimiento del tratamiento en los perros domésticos infectados (Moreno y Alvar, 2002) y se 
realizan controles de los perros vagabundos, entre los que existe un alto porcentaje que, a pesar de no mostrar 
signos clínicos, son seropositivos frente a Leishmania (Miro y col., 2007). 
  
1.1.5.2. Vacunas frente a la leishmaniasis. 
El desarrollo de una vacuna específica frente a la leishmaniasis es uno de los factores que podría contribuir de 
forma decisiva en el control de la enfermedad. El objetivo para el desarrollo de vacunas es la obtención de una 
inmunidad de larga duración. El desarrollo de vacunas de primera generación fue la primera forma de vacunación 
utilizada (Nadim y col., 1983). Sin embargo, el uso de células vivas atenuadas se terminó desechando debido a los 
problemas de seguridad (Handman, 2001). También se han elaborado vacunas utilizando promastigotes 
autoclavados que, aunque mostraban una respuesta protectora al principio, su nivel de eficacia descendía con el 
tiempo (Antunes y col., 1986, Sharifi y col., 1998). Como vacuna de segunda generación frente a la leishmaniasis 
canina se ha comercializado una vacuna consistente en el ligando de fucosa-manosa purificado a partir de L. 
donovani y que ha sido comercializada en Brasil con el nombre de Leishmune
® 
(Dantas-Torres, 2006). 
 Existen dos vacunas aprobadas por las agencias reguladoras para el control de la leishmaniasis canina. Una de 
ellas ha sido aprobada en Europa (CaniLeish
®
, Virbac, Francia) (Moreno y col., 2012) y la otra en Brasil 
(LeishTec
®
) (Otranto y Dantas-Torres, 2013). Sin embargo, no se dispone de vacunas autorizadas para prevenir la 
leishmaniasis humana. Por otro lado, la utilización de vacunas de tercera generación como plásmidos portadores, ha 
permitido el ensayo del gen LACK como antígeno (análogo de la proteína quinasa C activada), con el que se ha 
desarrollado una estrategia de vacunación frente a L. major o L. infantum en el modelo de ratón (Gonzalo y col., 
2002, Pinto y col., 2004, Gomes y col., 2007) y en perros (Ramos y col., 2008, Ramos y col., 2009). Recientemente 
la agencia europea del medicamento a través del Comité de Medicamentos Veterinarios ha recomendado la 




cuya sustancia activa es la proteína Q recombinante purificada, la cual es capaz de inducir una disminución en la 
carga parasitaria y reducir los síntomas en perros (Carcelen y col., 2009). 
 
1.1.5.3. Tratamiento. 
El tratamiento de la leishmaniasis depende de varios factores, como la especie de parásito implicada y la forma 
de la enfermedad. Dado el aumento de las resistencias y las recidivas, así como la toxicidad asociada a algunos de 
los tratamientos utilizados, se requiere la búsqueda de nuevas dianas farmacológicas para el desarrollo de nuevos 
compuestos leishmanicidas. 
 Antimoniales pentavalentes. 
Los antimoniales pentavalentes son el tratamiento de primera elección para cualquier tipo de leishmaniasis, 
aunque actualmente su uso está más restringido debido a la aparición desde hace años de cepas resistentes (Lira y 
col., 1999). Los antimoniales se empezaron a utilizar en su forma trivalente a principios del siglo XX, pero dada su 
toxicidad, a mediados de siglo se pasaron a utilizar como pentavalentes. En la actualidad se presentan dos 
formulaciones: el antimoniato de meglumina (Glucantime
®
) y el estibogluconato sódico (Pentostam
®
). Ambas se 
consideran similares en términos de eficacia clínica, efectos secundarios, farmacocinética y mecanismos de acción 
(Chulay y col., 1988). La administración se realiza por vía intramuscular o intravenosa. Su mecanismo de acción 
está basado en la capacidad del antimonio trivalente de bloquear los grupos sulfihidrilo, inhibiendo de esta manera 
las enzimas tripanotiona reductasa, fosfofructoquinasa y topoisomerasas, así como la β-oxidación de los ácidos 
grasos. La aparición de resistencias está mediada por distintos mecanismos, entre los que se incluyen la eliminación 
del complejo antimonio-tiol a través de transportadores de tipo ATP-asas y el secuestro de dicho complejo en 
vacuolas intracelulares que posteriormente son exocitadas (Legare y col., 2001). Es frecuente la aparición de 
efectos secundarios tales como náuseas, vómitos, astenia, mialgia, y diarreas así como hepatotoxicidad y 
cardiotoxicidad. 
 Anfotericina B. 
Es un antibiótico poliénico con capacidad de alterar la permeabilidad de las membranas celulares por su 
capacidad de interaccionar preferentemente con el ergosterol (esterol mayoritario en las membranas de Leishmania) 
frente al colesterol de las membranas de mamíferos (Ramos y col., 1996). La administración vía intravenosa de 
anfotericina B utilizando desoxicolato sódico como agente emulsionante (Fungizone
®
) tiene una tasa de curación 
cercana al 100%, pero los numerosos efectos adversos y la gravedad de los mismos disminuyen la eficiencia del 
tratamiento (Mishra y col., 1991). No obstante, la formulación liposomal (AmBisome
®
), en la cual los liposomas 
están formados por fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol y colesterol, disminuye la toxicidad debido a que se produce 
un retardo en la liberación de la anfotericina B y ésta se dirige específicamente a los órganos afectados. La elevada 
tasa de curación con la formulación liposomal hace que sea el tratamiento de elección para la VL en países 
desarrollados. Sin embargo, su elevado coste de producción y mantenimiento, hace que su uso en países en 
desarrollo sea complicado. Por otro lado, se han identificado aislados clínicos de L. donovani capaces de resistir la 
toxicidad causada por el fármaco. Esta resistencia se basa principalmente en la capacidad de los parásitos de 





Se trata de una alquilfosfocolina utilizada en un principio como fármaco antitumoral. Fue el primer fármaco de 





 (leishmaniasis canina). La tasa de curación es de aproximadamente un 94% en humanos y 
su mecanismo de acción se basa en la capacidad de interferir en el metabolismo de los fosfolípidos y de inhibir la 
biosíntesis de glucolípidos y glucoproteínas, así como de inducir muerte celular (Lux y col., 2000, Sundar y Rai, 
2002). Una de las ventajas de este tratamiento son los escasos efectos secundarios que presenta. Sin embargo, la 
acumulación del fármaco en los tejidos durante al menos siete días facilita la aparición de resistencias, las cuales se 
han relacionado en L. donovani con un polimorfismo de nucleótido simple (SNP) en el gen de la proteína 
transportadora de miltefosina (Cojean y col., 2012). 
 Paromomicina o aminosidina. 
Es un aminoglucósido aislado de distintas especies del género Streptomyces y que se administra vía 
intramuscular u oral. Su mecanismo de acción consiste en la inhibición de la síntesis de proteínas por su unión al 
ribosoma del parásito (Fernandez y col., 2011). La paromomicina se ha usado especialmente en CL y, dado que 
hasta el momento ha tenido un uso limitado para el tratamiento de VL debido a la existencia de otros tratamientos, 
no se han descrito casos clínicos de resistencias a este antibiótico. La administración tópica de paromomicina, con 




) es una diamidina que se ha utilizado como fármaco de segunda línea para el 
tratamiento de la leishmaniasis durante casi 40 años. Su mecanismo de acción no está claro,  aunque se ha sugerido 
que es por la capacidad del compuesto de inhibir la síntesis de poliaminas y en su capacidad para alterar el 
potencial de la membrana mitocondrial (Bray y col., 2003). El desarrollo de resistencias frente a la pentamidina en 
Leishmania parece estar relacionado con la sobre-expresión del gen de la proteína de resistencia a pentamidina 1  
(PRP1), un transportador de la familia ABC (Coelho y col., 2007). 
 Sitamaquina. 
Es una 8-aminoquinoleína análoga a la primaquina, utilizada en el tratamiento de la malaria. La sitamaquina es 
capaz de provocar un colapso en el potencial de membrana de la mitocondria. Actualmente, su eficacia 
leishmanicida se está estudiando en ensayos clínicos. Su baja vida media favorece que no haya resistencias 
(Loiseau y col., 2011). 
 Alopurinol. 
Se utiliza para el tratamiento de la leishmaniasis canina exclusivamente (Zyloric
®
). Al tratarse de un isómero de 
la hipoxantina, inhibe competitivamente a la xantina oxidasa, bloqueando la síntesis de purinas (Nelson y col., 
1979). Además actúa como inmunomodulador. Se utiliza de forma aislada o conjuntamente con los antimoniales 








Son un grupo de antifúngicos que inhiben la enzima C14-α-desmetilasa la cual participa en la ruta de síntesis 
de ergosterol en Leishmania. Los estudios que se han llevado a cabo hasta el momento, muestran resultados 
contradictorios y la efectividad del tratamiento es variable (Berman, 1981, Rangel y col., 1996). 
 
1.2. El género Leishmania. 
1.2.1. Taxonomía y filogenia. 
Los protozoos responsables de la leishmaniasis pertenecen al género Leishmania y fueron descritos por 
primera vez por Leishman en 1903 (Handman, 2001). La clasificación taxonómica del género Leishmania es la 
siguiente (Chang y col., 1985, Rioux y col., 1990). 
 
Dominio  Eukaryota (Whittaker y Margulis, 1978) 
Reino   Protista (Haeckel 1866) 
Subreino  Protozoa (Goldfuss 1817) 
Filo   Sarcomastigophora (Honigberg y col., 1964) 
Subfilo   Mastigophora (Deising, 1866) 
Clase   Zoomastigophorea (Calkins, 1909) 
Orden   Kinetoplastida (Honigberg y col., 1964) 
Suborden  Trypanosomatina (Kent, 1880) 
Familia   Trypanosomatidae (Döflein, 1901) 
Género   Leishmania (Ross, 1903) 
 
Por otra parte, se han descrito nuevos criterios taxonómicos ultraestructurales (Cavalier-Smith, 1981) y 
moleculares (Hausmann y Hülsmann, 1996) por lo que la clasificación se podría plantear como se indica a 
continuación: 
 
Reino   Excavata (Cavalier-Smith, 1981) 
   Mastigota (Hausmann y Hülsmann, 1996) 
Superfilo  Discicristata (Cavalier-Smith, 1993) 
Filo   Euglenozoa (Cavalier-Smith, 1981)   
Subfilo   Saccostoma (Cavalier-Smith, 1993) 
Clase   Kinetoplastea (Honigberg 1963 stat. nov. Margulis 1974) 
Orden   Trypanosomatida (Kent, 1880 stat. nov. Hollande, 1952) 
 
El género Leishmania forma un grupo monofilético con tres subgéneros distintos L. (Leishmania) L. 
(Viannia) y L. (Sauroleishmania) según un estudio en el que se identificaron los polimorfismos en el gen hsp70 
(Fraga y col., 2010). No existe un consenso acerca de si el origen del género Leishmania spp. fue en el Viejo 




2007). En Sudamérica, dentro del complejo L. donovani, se ha descrito una especie muy similar a L. infantum, 
conocida como L. chagasi cuyo origen probablemente sea de la introducción hace aproximadamente quinientos 
años de L. infantum a través de perros infectados durante la colonización por las poblaciones europeas (Fraga y 
col., 2010).  
La clasificación del género Leishmania está basada en el patrón isoenzimático por electroforesis de 
enzimas multilocus (MLEE). En la cuenca mediterránea se han identificado 25 zimodemas, siendo el MON-1 el 
responsable de la mayoría de casos de VL en esta área (Rioux y col., 1986). Se trata de un zimodema polifilético 
con hasta 10 genotipos distintos identificados mediante la técnica de amplificación de ADN polimórfico al azar 
(RAPD) (Hide y col., 2001). 
 
1.2.2. Ciclo biológico de Leishmania. 
El ciclo biológico de Leishmania es dimórfico y digenético, puesto que se alternan dos estadíos en dos 
hospedadores diferentes. El promastigote es el estadío extracelular móvil fusiforme y con flagelo emergente en la 
parte anterior del cuerpo celular. Se dividen por fisión binaria longitudinal en el tubo digestivo de hembras de los 
géneros Phlebotomus (Viejo Mundo) y Lutzomya (Nuevo Mundo) (Figura 5A) que se encuentra aproximadamente 
a 27 ºC. El amastigote es el estadío intracelular de morfología esférica o cuasi-esférica que infecta a células del 
sistema fagocítico-mononuclear del hospedador (Handman, 2001). 
Los promastigotes que se encuentran en la hipofaringe del flebotomo, producen el denominado gel 
secretado por promastigotes (PSG), que impide que el vector se alimente de la sangre del hospedador mamífero. 
Esto obliga al flebotomo a regurgitar e inocular en los capilares cutáneos del mamífero, junto con su saliva, los 
promastigotes y el PSG antes de poder ingerir sangre (Figura 5B y 5C). A continuación, los promastigotes 
inoculados son fagocitados por células del sistema fagocítico mononuclear (principalmente por macrófagos), 
formándose el fagosoma e iniciando la diferenciación al estadío amastigote. El fagosoma se fusiona con lisosomas 
de la célula hospedadora y se forma el fagolisosoma, donde los amastigotes son capaces de multiplicarse por 
bipartición hasta colapsar al fagocito infectado. Tras la lisis de la célula hospedadora, los amastigotes liberados son 
capaces de infectar a otros fagocitos diseminándose por el torrente sanguíneo. Cuando otro flebotomo ingiere 
sangre del hospedador vertebrado infectado, se forma en el tubo digestivo del vector una membrana constituida 
principalmente por fibras de quitina, proteínas y glucoproteínas secretadas por las células epiteliales del tubo 
digestivo del vector, denominada membrana peritrófica, que permite la lisis de los fagocitos y la liberación de los 
amastigotes protegiéndolos de las enzimas digestivas del flebotomo (Pimenta y col., 1997). Los amastigotes se 
diferencian en el interior de la membrana peritrófica en promastigotes procíclicos, de morfología ovoide, los cuales 
secretan quitinasas que permiten su liberación y el inicio de su migración probablemente dirigida por quimiotaxis y 
osmotaxis a la parte anterior del tubo digestivo del flebotomo (Barros y col., 2006). Durante la migración, los 
promastigotes aumentan su capacidad infectiva, experimentando un proceso denominado metaciclogénesis, durante 
el cual el cuerpo celular se estrecha, el flagelo se alarga y se produce un engrosamiento del glicocálix, que 
disminuye su adherencia. Finalmente, los promastigotes metacíclicos se acumulan en la hipofaringe para ser 





Figura 5. Esquema de la ingesta e inoculación de promastigotes de Leishmania spp. por parte del hospedador invertebrado en el 
hospedador mamífero. (A) Hembra adulta de Phlebotomus spp. durante la ingesta de sangre. Imagen obtenida de la Biblioteca de Imágenes 
de Salud Pública (PHIL) (Centro para el Control y Prevención de Enfermedades, Georgia, Estados Unidos). (B) Corte sagital del tubo 
digestivo completo de una hembra de flebotomo. La masa de PSG junto con los promastigotes ha de ser expulsada (1), para permitir la 
ingesta de sangre (2). (C) Detalle del tubo digestivo anterior. Los promastigotes se concentran en el extremo anterior de la masa de PSG. 
























1.2.3. Morfología y ultraestructura de Leishmania. 
Los promastigotes de Leishmania son células con una longitud de 5-20 μm y un flagelo de extensión 
similar. Por otro lado, los amastigotes son células ovoides con una longitud de 6-8 μm y sin flagelo expuesto. 
Ambos estadíos presentan una morfología polarizada con distintos orgánulos situados en localizaciones 
subcelulares específicas (Figura 7). En la parte anterior de la célula se encuentra el blefaroplasto de donde emerge 
el flagelo. En esta zona se producen los procesos de endocitosis y exocitosis. La estabilidad morfológica se 
mantiene gracias a unos haces de microtúbulos subpeliculares (Hommel, 1978). El túbulo multivesicular (MVT) es 
un lisosoma específico del género Leishmania que se extiende desde la parte anterior hasta la parte posterior del 
cuerpo celular, que se ha propuesto que podría ser el compartimento terminal de las rutas de endocitosis del 
promastigote (Waller y McConville, 2002). También existe un conjunto de microtúbulos citoplasmáticos dispuestos 










Figura 7. Ultraestructura del promastigote y el amastigote de Leishmania. (A) Ultraestructura del promastigote (adaptado de Flashpohler 
y cols., 1997). (B) Ultraestructura del amastigote (adaptado de Russell y cols., 1992). n, núcleo; kt, kinetoplasto; bf, blefaroplasto; f, flagelo; 
g, glicosomas; ac, acantosomas; l, lisosomas. 
 
Los tripanosomátidos presentan una única mitocondria, normalmente en la parte anterior de la célula, en la 
que se encuentra el kinetoplasto, un orgánulo específico de los kinetoplástidos. En su interior existe una red 
compleja de numerosas moléculas de ADN circular de dos tipos: los maxicírculos, que son moléculas de 20-40 Kpb 
que codifican para las proteínas necesarias para la mitocondria y los minicírculos, moléculas con un tamaño 
inferior a 1 Kpb que codifican para las moléculas de ARN guía, el cual participa en los procesos de edición de los 
genes presentes en los maxicírculos (Brennicke y col., 1999). Otros orgánulos presentes en la célula son el núcleo, 
el retículo endoplásmico (RE) que, en los promastigotes en división, presenta una extensión en forma de cisterna 
denominado RE transicional (tRE) y que participa en el transporte vesicular entre el RE y el aparato de Golgi 
(Mullin y col., 2001), los acantosomas, encargados del almacenamiento de cationes y las moléculas de polifosfato 
(Moreno y col., 2000, Zhang y col., 2005) y unos orgánulos específicos de los tripanosomátidos similares al 
peroxisoma denominados glicosomas, en los que se desarrollan numerosos procesos metabólicos de la célula. 
La membrana citoplasmática de Leishmania, presenta ciertas moléculas específicas de tripanosomátidos. 
Los fosfolípidos de glicosilinositol (GIPLs) no unidos a proteínas y las moléculas de LPG ancladas a la membrana 
a través de uniones con glicosilfosfatidilinositol (GPI) junto con proteínas ancladas a la membrana a través de GPI 















con capacidad de unirse a los macrófagos son glicoconjugados unidos a la membrana citoplasmática a través de 
GPI. Uno de estos ligandos es la proteína GP63 o leishmanolisina, que tiene la capacidad de unirse a distintos 
receptores en el macrófago (Brittingham y col., 1999). Por otro lado, el LPG es el componente más abundante del 
glicocálix y está compuesto por una cadena fosfolipídica a la que se unen a través de enlaces fosfodiéster cadenas 
laterales con distintos glicanos que varían en función de la especie y del estadío. El LPG es esencial para la 
transmisión del parásito (Stierhof y col., 1999) y se considera un factor de virulencia en el hospedador vertebrado, 
tanto en L. major (Kelleher y col., 1992) como probablemente en L. infantum (Alcolea y col., 2009). Además, es 
posible que participe en la adhesión en el tubo digestivo del vector (Sacks y col., 2000). Por otra parte, la superficie 
de los amastigotes presenta una menor abundancia de LPG y en su lugar, hay una gran cantidad de GPI libre y de 
glicoesfingolípidos adquiridos de la membrana de la vacuola parasitófora de la célula hospedadora (McConville y 
Blackwell, 1991, Turco y Sacks, 1991, Winter y col., 1994, Turco y col., 2001). 
 
1.2.4. El cultivo in vitro de promastigotes de Leishmania. 
El desarrollo de medios de cultivo ha facilitado el avance en el conocimiento de la biología de Leishmania. 
Los medios utilizados para el cultivo de Leishmania se pueden clasificar en dos categorías: medios líquidos 
monofásicos de promastigotes (Neal y Miles, 1963, Lemma y Schiller, 1964, Steiger y Steiger, 1977, Berens y 
Marr, 1978) y medios semisólidos bifásicos como el medio NNN (Novy y MacNeal, 1904; Nicole, 1908), que 
actualmente se sigue utilizando para la adaptación de cepas de Leishmania aisladas desde el hospedador vertebrado 
o invertebrado. Los medios de cultivo utilizados habitualmente para el estudio de promastigotes no tienen una 
composición definida, ya que contienen sangre o suero en una alta proporción (10-30%) que aportan nutrientes 
importantes para la multiplicación del parásito. Entre ellos se incluyen los medios M199H,  RPMI 1640, el medio 
mínimo Dulbecco (Hendricks y col., 1978) y el medio de Schneider para Drosophila. Sin embargo, la 
imposibilidad de estandarizar la composición del medio de cultivo complica el estudio de ciertos parámetros 
biológicos e inmunológicos. Por ello se han desarrollado numerosos estudios para encontrar medios de cultivo 
adecuados para el crecimiento de promastigotes de Leishmania con una composición química definida (Iovannisci 
y Ullman, 1983, Melo y col., 1985, Kar y col., 1990, Gupta y Saran, 1991, Merlen y col., 1999). Los cultivos 
axénicos de promastigotes se mantienen a una temperatura de 26-27 ºC y a un pH alrededor de 7,2, que son los 
valores medios existentes en el tubo digestivo del vector (Zilberstein y Shapira, 1994). El tiempo de crecimiento de 
los promastigotes de Leishmania oscila entre 4 y 8 días hasta alcanzar la fase estacionaria, y entonces se 
subcultivan en medio nuevo. 
Mediante experimentos de infección desarrollados en ratones, se pudo comprobar que los promastigotes en 
cultivo axénico en fase estacionaria seguían teniendo una capacidad infectiva, similar a los promastigotes 
metacíclicos. Sin embargo, aquellos que se encontraban en la fase logarítmica de crecimiento tenían una menor 
capacidad infectiva (Sacks y Perkins, 1984). Los cambios morfológicos y bioquímicos observados en los 
promastigotes metacíclicos aislados del hospedador invertebrado (descrito como metaciclogénesis), se reproducían 
en los promastigotes aislados del cultivo en fase estacionaria (Sacks y col., 1985, McConville y col., 1992). Las 
diferencias bioquímicas y estructurales entre las subpoblaciones procíclica y metacíclica aisladas de cultivo axénico 




entre ambas subpoblaciones permite la aglutinación selectiva de promastigotes procíclicos en fase estacionaria 
utilizando la aglutinina de cacahuete (Arachys hypogaea) (PNA). Mientras que en los promastigotes procíclicos los 
glicanos unidos a la cadena de fosfolípidos son residuos de D-galactosa que permiten su aglutinación por la PNA 
(subpoblación PNA
+
), en los metacíclicos los residuos de D-galactosa se encuentran bloqueados por residuos de D-
arabinosa y por tanto no pueden ser aglutinados (subpoblación PNA
-
) (McConville y col., 1992). En el caso de L. 
infantum, la subpoblación PNA
-
 representa en torno al 1% del total de promastigotes en fase estacionaria (Alcolea y 
cols., 2008). Por otro lado, las diferencias en las características de densidad entre los promastigotes procíclicos y 
metacíclicos previamente descritas (Castanys y col., 1984, Spath y Beverley, 2001) permiten su separación 





1.2.5. Factores que influyen en la diferenciación a amastigote y cultivo in vitro de amastigotes axénicos. 
Una vez que los promastigotes son inoculados por el flebotomo en la dermis del hospedador vertebrado 
durante la ingesta de sangre, algunos de ellos interaccionan con los fagocitos y se internalizan en las vacuolas 
parasitóforas o fagolisosomas, donde se diferencian a amastigotes intracelulares (Alexander y Russell, 1992). Las 
condiciones en el interior del tubo digestivo del flebotomo difieren de las que existen en el interior del 
fagolisosoma. En este último, el ambiente es ácido (pH 4,5-5,5) y la temperatura varía en función de si la infección 
es cutánea o visceral (aproximadamente 32 ó 37 ºC respectivamente) (Antoine y col., 1998). A pesar de estos 
cambios notables, los promastigotes fagocitados son capaces de diferenciarse rápidamente, siendo éste un proceso 
altamente regulado que conlleva cambios en la expresión de los genes y las proteínas, y alteraciones morfológicas 
importantes. En base a distintos análisis de la diferenciación de promastigote a amastigote se ha propuesto la 
división del proceso en cuatro fases (Barak y col., 2005, Saxena y col., 2007, Rosenzweig y col., 2008): (1) de 0 a 4 
horas los promastigotes reciben la señal de diferenciación y se inicia el arresto del ciclo celular en la fase  G1; (2) 
de 5 a 9 horas cese del movimiento y agregación; (3) de 10 a 24 horas cambios morfológicos; (4) entre las 25 y las 
120 horas maduración completa a amastigotes. En las dos primeras horas del proceso se han detectado cambios 
tales como la sobre-expresión del gen A2 específico de amastigotes y el inicio de la liberación del LPG del 
glicocálix. La mayoría de cambios metabólicos, así como la pérdida del flagelo, se producen durante las fases 3 y 4. 
Por otro lado, distintos estudios apoyan la teoría de que durante este proceso existe una remodelación del proteoma 
basado en la degradación de proteínas (Nugent y col., 2004, Walker y col., 2006) y además se ha identificado 
durante la metaciclogénesis un mecanismo de autofagia en los compartimentos vesiculares denominados 
autofagosomas (Cull y col., 2014). 
Para la obtención de amastigotes axénicos a partir de un cultivo de promastigotes se desarrollaron estudios in 
vitro basados en mimetizar las condiciones que se producen durante el proceso de invasión de la célula 
hospedadora por parte del parásito. En general, para obtener amastigotes axénicos se cultivan promastigotes de un 
cultivo en fase logarítmica tardía o estacionaria en un medio de cultivo de promastigotes en el cual se reduce el pH 
del medio a 4,5-5,5 y se aumenta la temperatura a 37 ºC en presencia de CO2 al 5-7% durante 120 h (Saar y col., 
1998, Debrabant y col., 2004). Los amastigotes axénicos obtenidos mediante este procedimiento muestran una 




amastigotes como las proteínas de la familia A2. Por otro lado en el glicocálix de los amastigotes están ausentes 
muchas de las moléculas de superficie que caracterizan a los promastigotes, entre ellas el LPG (McConville y 
Ralton, 1997, Mengeling y col., 1997). No obstante, estudios posteriores han demostrado que existen diferencias 
notables entre amastigotes intracelulares y axénicos especialmente en proteínas del metabolismo (Rochette y col., 
2009). 
 
1.2.6. El metabolismo en Leishmania. 
El estudio del metabolismo en Leishmania se ha centrado principalmente en el estadío promastigote ya que es 
más fácil de cultivar. Sin embargo, la mejora para la obtención de amastigotes axénicos ha permitido comprender 
mejor las diferencias existentes en el metabolismo entre los distintos estadíos en Leishmania. 
A diferencia de lo que sucede en mamíferos, en Leishmania las enzimas de los siete primeros pasos de la glucólisis 
(desde la glucosa hasta el 3-fosfoglicerato) se encuentran compartimentalizadas en el glicosoma. Estas enzimas son 
muy diferentes estructuralmente a sus homólogas en mamíferos (Verlinde y col., 2001). En general, la ruta 
glucolítica se encuentra muy reducida en el estadío amastigote, sin embargo las actividades enzimáticas específicas 
(AEE) de las enzimas glucolíticas que participan en la gluconeogénesis se encuentran muy elevadas. Además, se ha 
descrito que la fructosa-1,6-bisfosfatasa es esencial para la proliferación de los amastigotes en los macrófagos de 
ratón (Naderer y col., 2006). Por otro lado, en L. donovani la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa 
citosólica (cGAPDH) ha sido relacionada con la visceralización de la enfermedad (Zhang y col., 2013). La 
isoenzima glicosomal de ésta (gGAPDH), se utiliza como control de expresión en Leishmania (Carter y col., 2010, 
Mandal y col., 2015). La ubicación dual de algunas enzimas permite que se regulen mediante su reubicación desde 
el glicosoma al citoplasma y viceversa (Roberts y col., 2004, Zarella-Boitz y col., 2004, Banerjee y col., 2005) a 
través del marcaje de las proteínas con un péptido en su extremo C-terminal, denominado peroxisomal-targeting-
signal (PTS) (Opperdoes y Szikora, 2006). En cuanto al ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), aunque se han 
identificado todas las enzimas, la limitada capacidad de producir energía de los promastigotes de Leishmania en 
condiciones anaeróbicas, hace dudar que ésta ruta metabólica sea completamente activa en dicho estadío. Sin 
embargo, en amastigotes existe una sobreexpresión de las enzimas del ciclo de Krebs (Rosenzweig y col., 2008). A 
pesar de que en promastigotes la fuente principal de energía es la glucosa, también existen distintas enzimas 
necesarias para catabolizar disacáridos y azúcares C5. La ruta de las pentosas fosfato se encuentra distribuida entre 
los glicosomas y el citosol y se ha demostrado que es importante para la producción de NADPH y para resistir el 
estrés oxidativo (Maugeri y col., 2003, Veitch y col., 2004). 
La utilización de ácidos grasos como fuente de energía en Leishmania a partir de la β-oxidación está 
incrementada en el estadío amastigote frente al promastigote (Rosenzweig y col., 2008) y parece que se lleva a 
cabo en la mitocondria, ya que se han identificado ciertas tiolasas con péptidos señal mitocondriales (Mazet y col., 
2011), y en el glicosoma (Opperdoes y Szikora, 2006). La síntesis de ácidos grasos podría llevarse a cabo por 
elongasas codificadas en el genoma de Leishmania por 12 genes repetidos en tándem. Esto explicaría la existencia 
de largas cadenas hidrocarbonadas en la porción lipídica del LPG (Ferguson, 1997). En cuanto a los esteroles de 
membrana, a diferencia de lo que sucede en mamíferos, en Leishmania predominan el ergosterol y sus derivados. 




ergosterol a partir de una serie de reacciones específicas de Leishmania. Por ello, los últimos pasos de esta ruta 
metabólica son un objetivo principal para el desarrollo de fármacos (de Souza y Rodrigues, 2009).  
En Leishmania y otros tripanosomátidos, es necesario añadir hemina o protoporfirina IX al medio de cultivo 
(Chang y col., 1985) y además no se han detectado las tres últimas enzimas de la ruta de síntesis del grupo hemo 
(Koreny y col., 2010, Alves y col., 2011), por lo que el hierro tiene que ser captado del medio extracelular. Por el 
momento, se han identificado dos posibles sistemas de captación del grupo hemo. En el primero, el grupo hemo 
unido a la hemoglobina es captado por un receptor situado en el bolsillo flagelar que lo endocita y posteriormente 
es liberado en el lisosoma y translocado al citosol por un transportador de tipo ATP binding cassette (ABC). El 
segundo mecanismo consiste en su captación directa como Fe
3+
 insoluble que es reducido por la enzima reductasa 
férrica (LFR-1) a Fe
2+
 soluble (Flannery y col., 2011), el cual es captado por el transportador del ión ferroso 
(LIT1). Este sistema de captación de hierro es esencial para la replicación intracelular de los amastigotes y para su 
virulencia (Miguel y col., 2013, Mittra y col., 2013). 
 
1.2.6.1. El metabolismo de aminoácidos. 
Los promastigotes desarrollan gran parte de su ciclo biológico en el tubo digestivo del vector, donde los 
nutrientes disponibles son principalmente aminoácidos y proteínas obtenidos a partir de la sangre ingerida. En 
estudios previos, se han identificado reservas de aminoácidos libres utilizados para la obtención de energía 
(principalmente prolina, treonina y ácido glutámico) para la síntesis de proteínas y con una función importante en la 
osmorregulación (Vieira y Cabantchik, 1995). Por otro lado, los estadíos específicos de los mamíferos se establecen 
en un ambiente donde los ácidos grasos y los aminoácidos representan la fuente principal de energía (Naderer y 
col., 2006, McConville y col., 2007, Rosenzweig y col., 2008). Las distintas especies del género Leishmania son en 
general auxotrofas para los aminoácidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina), los aromáticos 
(fenilalanina, tirosina y triptófano), la lisina y la histidina. La metionina sólo se puede sintetizar a partir de 
homocisteína, ya que no se han identificado en el genoma de Leishmania las enzimas necesarias para la síntesis de 
este aminoácido. Esta hipótesis se sustenta por el hecho de que se recupera la viabilidad del cultivo de 
promastigotes al suplementarlo con homocisteína (Garcia-Estrada y col., 2007). La metionina juega un papel 
fundamental para distintas funciones celulares como por ejemplo la iniciación de la síntesis de proteínas. Además, 
actúa como agente metilador en forma de S-adenosilmetionina en numerosos procesos incluyendo la biosíntesis de 
poliaminas (Byers y col., 1991, Agostinelli y col., 2010) que son muy importantes en las fases en las que existe un 
rápida multiplicación celular (Colotti y Ilari, 2011). Dado el alto coste energético que supone la síntesis de 
metionina de novo, existe un ciclo alternativo para la regeneración de la misma a partir de metiltioadenosina. En 
otros tripanosomátidos como en Trypanosoma brucei brucei o en Crithidia fasciculata, se ha descrito que en el 
último paso de este ciclo de regeneración de la metionina (transaminación desde un aminoácido donador al 
oxoácido cetometiltiobutirato — KMTB), los sustratos principales aminodonadores son los aminoácidos 
aromáticos (Berger y col., 1996, Berger y col., 2001). En el género Leishmania, los genes codificantes para las 
enzimas que participan en este ciclo están conservados en su mayoría. Sin embargo, se desconoce la identidad de la 
enzima que participa en el último paso de la regeneración, aunque se ha propuesto que esta función la lleve a cabo 




El catabolismo de aminoácidos es una de las fuentes principales de obtención de energía en el estadío 
amastigote, dada la ausencia de glucosa y otros glúcidos. A pesar de que existen numerosos genes anotados en 
Leishmania que codifican para proteínas que participan en el intercambio del nitrógeno del grupo amino, en la 
mayoría de los casos se desconoce el destino de la cadena carbonada de los aminoácidos. La prolina es 
metabolizada a glutamato, que posteriormente es desaminado por una deshidrogenasa y entra en el ciclo de Krebs. 
Sin embargo, las funciones de este aminoácido son variadas, entre ellas la osmorregulación o su participación en la 
inmunosupresión (Bringaud y col., 2012). Por otro lado, el aspartato es desaminado por una deshidrogenasa 
mitocondrial, lo que da lugar al oxalacetato (OAA), que también se incorpora al ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
(TCA). Con respecto a la treonina, existen dos rutas metabólicas de oxidación. La primera se inicia con la 
producción de glicina a partir de treonina, catalizada por la enzima serina hidroximetiltransferasa, y posteriormente, 
la glicina es convertida en serina en una reacción dependiente de tetrahidrofolato (THF). La serina resultante es 
desaminada produciendo piruvato, que se incorpora al ciclo TCA (Opperdoes y Coombs, 2007).  
En el género Leishmania, los aminoácidos de cadena ramificada (valina, leucina e isoleucina) son una fuente 
importante de sustratos para el ciclo TCA. El primer paso del catabolismo de estos aminoácidos lo lleva a cabo una 
aminotransferasa de cadena ramificada con una amplia especificidad de sustrato, la aminotransferasa de cadena 
ramificada (BCAT) (Vernal y col., 2003). Por otro lado, se ha demostrado que la leucina se incorpora en la ruta del 
mevalonato para la producción de esteroles (Ginger y col., 2000, Ginger y col., 2001). Por otra parte, la arginina es 
necesaria para la síntesis de poliaminas y la deleción del gen que codifica la enzima glicosomal arginasa impide la 
viabilidad de los parásitos (Roberts y col., 2004). Esta enzima produce a partir de L-arginina el aminoácido L-
ornitina, el cual se descarboxila a putrescina por la ornitina descarboxilasa. En Leishmania la arginasa se ha 
demostrado que podría ser una buena diana terapéutica para el desarrollo de inhibidores (da Silva y col., 2015). 
 
1.2.6.2. El metabolismo de aminoácidos aromáticos. 
En 1957, Chatterjee y Ghosh identificaron por primera vez en extractos de L. donovani una alta actividad de 
transaminación de aminoácidos aromáticos (Chatterjee y Ghosh, 1957). Más tarde se caracterizó esta actividad 
enzimática en otros tripanosomátidos como C. fasciculata (Constantsas y col., 1971) y T.b. gambiense (Newport y 
col., 1977). Además se identificó una elevada actividad de TAT en la sangre de roedores infectados con T. b. 
gambiense (Stibbs y Seed, 1976). Los autores relacionaron esta alta tasa de actividad enzimática del parásito con su 
patogenia debido a la producción de una serie de compuestos aromáticos tóxicos (incluyendo el ácido fenilpirúvico, 
el ácido p-hidroxifenilpirúvico — pHPP — y el indol etanol) (Tizard y col., 1978, Seed y col., 1983, Hall y col., 
1985). Más adelante, se describió la transaminación del triptófano a indol-3-lactato como el único producto 
obtenido de la degradación del triptófano y se descartó la posibilidad de que ésta ruta metabólica pudiera estar 
contribuyendo a la patogenia de la enfermedad o a la obtención de energía (Leelayoova y col., 1992). A 
continuación, se demostró en Trypanosoma cruzi que existía una alta tasa de excreción en epimastigotes de α-
hidroxiácidos aromáticos, incluyendo el ácido p-hidroxifenil láctico (pHPL), el ácido fenil láctico y el ácido 3-indol 
láctico, sin embargo dicha excreción no se observó en L. mexicana (Montemartini y col., 1994a). Todos ellos son 




detectado la excreción de los productos resultantes del catabolismo de los aminoácidos aromáticos en 
promastigotes de L. donovani, L. major y L. mexicana (Westrop y col., 2015). 
En T. cruzi la ruta catabólica de los aminoácidos aromáticos consiste en dos pasos secuenciales. En el primero 
se produce la transaminación del grupo amino del aminoácido aromático a un α-oxoácido aceptor y esta reacción 
está catalizada por una enzima con actividad TAT. En el segundo paso el producto desaminado previamente es 
reducido en una reacción NAD(P)H dependiente por una hidroxiácido deshidrogenasa específica del isómero L (L-
HADH) produciendo de este modo un L-hidroxiácido que es posteriormente excretado. Aunque no existe anotada 
en el genoma de L. infantum, una hidroxiácido deshidrogenasa específica del isómero L, sí existe una específica del 
isómero D (LinJ.34.4360) que se ha sugerido como la enzima responsable de la deshidrogenación del pHPP en 
pHPL (Alcolea y col., 2009). En otro estudio, se describió que existía sobreexpresión del gen codificante para la 
TAT de T. cruzi (TcTAT) en cepas resistentes al estrés oxidativo producido por benznidazol. Sin embargo dicha 
sobre-expresión no se correspondía con un aumento en la expresión de la proteína (Rego y col., 2008). 
Por otro lado, el gen que codifica la enzima TAT de L. infantum (LiTAT), se ha identificado como sobre-
expresado en la subpoblación de promastigotes PNA
-
, con una mayor capacidad infectiva lo que ha llevado 
proponer la relación entre el producto de este gen y la infectividad del parásito (Alcolea y col., 2009). 
 
1.3.  La tirosina aminotransferasa. 
Las aminotransferasas catalizan la transaminación de un grupo amino desde la molécula donadora, que es 
normalmente un aminoácido, a un aceptor que suele ser un α-oxoácido. Los productos obtenidos son el aminoácido 
resultante de la aminación del oxoácido aceptor y el oxoácido obtenido a partir de la desaminación del aminoácido 
(Figura 8).  En concreto la tirosina aminotransferasa (TAT) cataliza la transaminación del grupo amino de la 
tirosina y de otros aminoácidos aromáticos a distintos α-oxoácidos que varían en función de la especificidad de la 
enzima. 
 
Figura 8. Esquema general de transaminación. 
 
1.3.1. Clasificación de las aminotransferasas. 
Las división de enzimas dependientes de piridoxal fosfato (PLP) constituyen una de las superfamilias más 
grandes y con una distribución ubicua. Incluyen numerosos tipos de actividades enzimáticas agrupadas en función 
del número asignado por la comisión enzimática (EC number) de la Unión Internacional de Bioquímica y Biología 
Molecular (IUBMB). Se distinguen cinco plegamientos estructurales principales (Grishin y col., 1995) que 
posiblemente pertenezcan a cinco linajes evolutivos distintos (Mehta y Christen, 2000, Christen y Mehta, 2001). 
Las enzimas pertenecientes a ésta división, implicadas en la transaminación de compuestos con grupos amino 
forman la superfamilia de las aminotransferasas. Dentro del plegamiento tipo I (proteínas con estructura de tipo 




α/β) se encuentran cuatro de las cinco clases de aminotransferasas (Tabla 1). Las aminotransferasas de clase IV se 
sitúan dentro del plegamiento de tipo IV (entre ellas las aminotransferasas específicas del isómero D). 
 






Todas las aminotransferasas presentan una estructura similar relacionada con la disposición del cofactor. 
Más específicamente, la clase I se subdivide en siete subclases (Iα, Iλ, Iβ, IΩ, Iδ, Iγ and Iϕ) (Jensen y Gu, 1996). La 
subclase Iα es la que se ha estudiado en mayor profundidad y entre sus funciones bioquímicas se encuentra la 
interconversión de aspartato y oxaloacetato (OAA) llevada a cabo por las aspartato aminotransferasas (Kuramitsu y 
col., 1985, Kamitori y col., 1990). En el genoma de L. infantum existen dos genes anotados como aspartato 
Plegamiento tipo I Nombre Número EC Gen en L. infantum 
Aminotransferasas clase I Aspartato aminotransferasas EC 2.6.1.1. LinJ.24.0370 
LinJ.35.0840 
Tirosina aminotransferasas EC 2.6.1.5. LinJ.36.2490 
Aminotransferasas aromáticas EC 2.6.1.57. - 
Alanina aminotransferasas EC 2.6.1.2. LinJ.12.0580 
1-aminociclopropano-1-carboxilato-sintasas EC 4.4.1.14. - 
Aminotransferasas clase II Glicina acetiltransferasas EC 2.3.1.29. - 
5-aminolevulínico sintasas EC 2.3.1.37. - 
8-amino-7-oxonanoato sintasas EC 2.3.1.47.  
Histidinol-fosfato aminotransferasas EC 2.6.1.9. - 
Serina palmitoiltransferasas EC 2.3.1.50. LinJ.34.3530 
LinJ.35.0320 
Aminotransferasas clase III Acetilornitina aminotransferasas EC 2.6.1.11. - 
Ornitina aminotransferasas EC 2.6.1.13. - 
ω-aminoácido-piruvato aminotransferasas EC 2.6.1.18. - 
4-aminobutirato aminotransferasas EC 2.6.1.19. - 
Ácido 7,8-diaminopelargonico transferasas EC 2.6.1.62. - 
2,2, dialquilglicina decarboxilasas  EC 4.1.1.64. - 
Glutamato 1-semialdehido aminotransferasas EC 5.4.3.8. - 
Lisina Σ-aminotransferasas EC 2.6.1.36. - 
Aminotransferasas clase V Fosfoserina aminotransferasas EC 2.6.1.52. - 
Serina-piruvato aminotransferasas EC 2.6.1.51. - 
Otras Serina hidroximetiltransferasas EC 2.1.2.1. LinJ.28.2530 
Tirosina fenol-liasas EC 4.1.99.2. - 
Glutamato descarboxilasas EC 4.1.1.15. - 
Histidina descarboxilasas EC 4.1.1.22. - 
L-aminoácido aromático descarboxilasas EC 4.1.1.28. - 
Cistationa ɣ-liasas EC 4.4.1.1. LinJ.35.3280 
Cistationa ɣ-sintasas EC 4.2.99.9. - 
Cistationa β-liasas EC 4.4.1.8. LinJ.14.0470 
Glicina descarboxilasas EC 1.4.4.2. LinJ.26.0040 
Plegamiento tipo II Triptófano sintasa β EC 4.2.1.20. - 
Cisteína sintasa EC 4.2.99.8. LinJ.36.3750 
Cistiationina β-sintasa EC 4.2.1.22. - 




aminotransferasa en GeneDB, pero hasta el momento no han sido caracterizados en profundidad. Dentro de la 
subfamilia Iγ se encuentran las tirosina aminotransferasas con capacidad de transaminar aminoácidos aromáticos. 
En los tripanosomátidos existen distintos genes condificantes anotados como aminotransferasas en base a su 
homología de secuencia con otras aminotransferasas previamente caracterizadas. La mayoría son aspartato 
aminotransferasas (subfamilia Iα-ASAT), alanina aminotransferasas (subfamilia Iδ-ALAT) y aminotransferasas 






    Figura 9. Cladograma representativo de aminotransferasas de clase I humanas y de tripanosomátidos. (Nowicki y Cazzulo, 2008). 
 
1.3.2. Mecanismo de acción de la tirosina aminotransferasa. 
El mecanismo general de transaminación fue propuesto por primera vez para la aspartato aminotransferasa 
mitocondrial (Kirsch y col., 1984).  Todo el mecanismo de acción se lleva a cabo en el centro activo del enzima en 
donde se encuentra la coenzima, el piridoxal fosfato (PLP) el cual está unido a una lisina formando una base de 
Schiff (Figura 10). Cuando la tirosina entra en el centro activo, la amina primaria de ésta reacciona actuando como 
nucleófilo sobre el carbono 1 en posición α y generando un intermediario no estable en forma de aldimina externa 
con un centro quiral. A continuación, una base (posiblemente la lisina unida previamente a la coenzima) desprotona 
el centro quiral de la aldimina externa generando distintas formas resonantes, entre ellas la forma quinonoide. Ésta 
forma resonante facilita el ataque nucleofílico del oxígeno de una molécula de agua adyacente y permite la 
liberación de la enzima y de la coenzima la cual se encuentra estabilizada de forma libre como piridoxamina fosfato 
(PMP) en el interior del centro activo. Como producto se libera el α-oxoácido derivado del aminoácido, que en el 
caso de la tirosina es el pHPP. En el segundo paso de la reacción, el grupo carbonilo del α-oxoácido aceptor recibe 
el ataque nucleofílico de la amina primaria del estado de transición PMP, formándose un aducto con un nuevo 
centro quiral. Finalmente, el nuevo aminoácido generado es liberado gracias a que una molécula de agua capta el 
hidrógeno del centro quiral, permitiendo el ataque nucleofílico de la amina secundaria de la lisina, sobre la imina 







Figura 10. Esquema de la reacción de transaminación de la tirosina por la enzima TAT. 
 
La resolución de la estructura tridimensional por cristalografía de rayos X de la proteína TAT de T. cruzi, ha 
permitido identificar los residuos que participan en el reconocimiento de los sustratos aminodonadores y que 
estabilizan a la coenzima, y comprender el mecanismo de acción en la transaminación de los aminoácidos 
aromáticos catalizado por esta enzima (Blankenfeldt y col., 1999, Sobrado y col., 2003). La especificidad de ésta 
enzima frente a los α-oxoácidos aceptores del grupo amino es más amplia que la de la TAT humana de hígado, sin 
embargo la disposición espacial de la coenzima es similar (Mehere y cols., 2010). La TAT de mamíferos reacciona 
de forma específica con α-cetoglutarato (actividad ALAT) y preferiblemente con aminoácidos aromáticos, siendo 
la pareja de sustratos preferida α-cetoglutarato/tirosina (Sivaraman y Kirsch, 2006). Por el contrario, TcTAT puede 
reaccionar con  α-cetoglutarato, piruvato y oxalacetato (Montemartini y col., 1993, Montemartini y col., 1995).  En 
un trabajo posterior, se identificaron a dos de los residuos responsables del reconocimiento de los oxoácidos 
dicarboxílicos, los cuales se encuentran en el dominio N-terminal (Sobrado y col., 2003). Estos residuos se 
encuentran conservados en mamíferos, lo que explicaría que ambas enzimas sean capaces de transaminar oxoácidos 
dicarboxílicos.  
Dadas las diferencias estructurales con el ortólogo en mamíferos, y su importancia en el metabolismo de los 
tripanosomátidos, se ha considerado que la enzima TAT podría ser una buena diana terapéutica. Todo esto hace 




























Teniendo en cuenta esto, y que además existe una sobre-expresión del gen que codifica para LiTAT en la 
subpoblación de promastigotes PNA
-
, se ha llevado a cabo el estudio en profundidad de esta proteína y de su 

















































La posible implicación del gen de la tirosina aminotransferasa en los procesos de infectividad de L. infantum 
ha llevado al objetivo general  del presente  estudio, que es la caracterización de la enzima codificada por dicho gen 
y el análisis de su función en el metabolismo del parásito. Se han definido los siguientes objetivos específicos para 
el desarrollo del mismo: 
 
1. Analisis de la secuencia del gen de LiTAT, y expresión y purificación de la proteína codificada por dicho 
gen. 
 
2. Expresión y regulación de LiTAT en el ciclo biológico de L. infantum. 
 
3. Localización subcelular de LiTAT. 
 
4. Estudio de la ruta metabólica en la que participa la tirosina aminotransferasa de L. infantum. 
 
5. Resolución de la estructura tridimensional de LiTAT. 
 
6. Evaluación del nivel de protección inducido por LiTAT frente a la infección experimental con L. infantum 














































































































3.1. Material biológico. 
3.1.1. Bacterias. 





) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos) 
para el clonaje de genes de Leishmania spp. en los vectores plasmídicos pRSET-A y pAVA. 
La estirpe de E. coli BL21 (DE3) pLysS, con genotipo F
-




) gal dcm (DE3) pLysS 
(Cam
R
) (Thermo Fisher Scientific) fue empleada para la expresión de los genes de interés y la purificación de 
proteínas recombinantes, excepto para la malato deshidrogenasa citosólica (cMDH) de L. infantum para cuya 
expresión se utilizó la cepa BL21 (DE3) pLysS Rosetta
TM
 2, con genotipo F- ompT hsdSB (rB- mB-) gal dcm 
(DE3) pLysS RARE2 (Cam
R
) (Merck Millipore, Billerica, Estados Unidos). 
 
3.1.2. Parásitos. 
Durante el desarrollo de este estudio, se utilizó el aislado de L. infantum, M/CAN/ES/98/10445 (zimodema 
MON-1) y la cepa de L. donovani Karthoum 1246 MHOM/SD/43/124 (Domínguez y Toraño., 2001), ambas 
proporcionadas por los Dres. Alfredo Toraño y Mercedes Domínguez (Servicio de Inmunología, Centro Nacional 
de Microbiología, ISCIII, Majadahonda). Además se utilizó un aislado de L. chagasi sensible (LBM/LVC/SE/19) y 
otro resistente (LBM/LVC/SE/30) al NO que fueron cedidos por el Profesor Roque P. Almeida (Universidade 
Federal de Sergipe, Brasil) (Giudice y col., 2007). 
 
3.1.3. Línea celular humana. 
Para la obtención de amastigotes intracelulares de L. infantum, se utilizaron células transformadas de la línea 
celular humana U-937, que se encuentra en un estado de diferenciación pluripotencial mielomonocítico y deriva de 
efusiones pleurales de un paciente con linfoma histiocítico (Sundstrom y Nilsson, 1976). Esta línea celular se 
compró en el Servicio de Cultivos Celulares del Centro de Investigaciones Biológicas (Madrid, España). 
 
3.1.4. Modelo experimental de ratón. 
Para los ensayos de inmunización e infección experimental para evaluar la respuesta protectora de la 
inoculación de LiTAT, se utilizaron ratones de la cepa BALB/c sensibles a la infección por L. infantum. En el 
ensayo se utilizaron cuatro ratones por cada grupo y se mantuvieron en el animalario del Instituto de Medicina 
Tropical y Salud Internacional de La Laguna (Santa Cruz de Tenerife, España) de acuerdo a la normativa de la 
Unión Europea (Directiva 2010/63/EU).  
 
3.2. Cultivos celulares. 
3.2.1. Cultivos bacterianos. 
Las bacterias de la estirpe DH5α de E. coli transformadas con los vectores plasmídicos con el gen de selección 
bla
R
 se seleccionaron en medio sólido LB-agar con ampicilina a 100 μg/ml. Las estirpes de E. coli BL21(DE3) 
pLysS y BL21 (DE3) pLysS Rosetta
TM
 2 transformadas con los plásmidos pRSET-A o pAVA se seleccionaron en 






 incluido en el plásmido pLysS. Las bacterias se cultivaron a 37 ºC durante 16 horas en medio LB 
(triptona peptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l) en suspensión y con agitación orbital a 200 rpm en 
presencia de ampicilina 100 μg/ml y cloranfenicol 35 μg/ml. Para la conservación de las bacterias, se utilizó LB 
con glicerol al 20% y se almacenaron a -80 ºC. 
 
3.2.2. Preparación y transformación de bacterias competentes. 
Se prepararon células quimiocompetentes de las estirpes BL21 (DE3) pLysS y BL21 (DE3) pLysS Rosetta
TM
 2 
según un procedimiento descrito previamente (Hanahan, 1983). Las células se cultivaron a 37 ºC durante 16 horas 
en medio Φ (triptona peptona 20 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 0,6 g/l, KCl 0,37 g/l a pH 7,6) hasta 0,5 
UDO600nm. Posteriormente el cultivo se enfrió a 4 ºC durante 15 min y se centrifugó a 1.500 g durante 10 min a 4 
ºC. El sedimento se resuspendió en solución TfB I (RuCl2 100 mM, MnCl2 50 mM, acetato potásico 30 mM, CaCl2 
10 mM, glicerol 15% a pH 5,8) a 4 ºC y se centrifugaron nuevamente. Finalmente, las células se resuspendieron en 
solución TfB II (RuCl2 10 mM, CaCl2 75 mM, MOPS 10 mM, glicerol 15% a pH 6,8) a 4 ºC, se congelaron 
inmediatamente en nieve carbónica en alícuotas de 100 μl y se conservaron a -80 ºC. Para la transformación de las 
bacterias por choque térmico se siguió el protocolo previamente descrito (Sambrook y col., 1989) incubando las 
células competentes con el ADN durante 45 segundos a 42 ºC y posteriormente 2 min a 4 ºC. 
La preparación de células electrocompetentes se llevo a cabo siguiendo el procedimiento que se detalla a 
continuación. Se incubó un cultivo de 500 ml de células E. coli  de la estirpe DH5α en medio LB hasta que se 
alcanzó entre 0,5 y 0,7 UDO600nm. A continuación se enfrió el cultivo a 4 ºC durante 20 min y se centrifugó a 4.000 
g y 4 ºC durante 20 min. El sedimento se lavó con volúmenes decrecientes (200, 100 y 20 ml) de glicerol al 10% en 
agua milliQ a 4 ºC. Finalmente, las células se resuspendieron en 1 ml de glicerol al 10% en agua milliQ y se 
almacenaron en alícuotas de 70 μl a -80 ºC. Para realizar la transformación se añadieron 5 μl del producto de 
ligación (ADN), a cada alícuota de células electrocompetentes previamente dializado durante 30 min frente a agua 
milliQ utilizando membranas de diálisis (Merck Millipore) y se incubó la mezcla durante 5 min en hielo. La mezcla 
enfriada se transfirió a una cubeta de electroporación de 2 mm de distancia entre electrodos y se aplicó un pulso de 
entre 1,7 y 2,0 kV durante 4,8-5 ms en un electroporador MicroPulser (BioRad, Berkeley, Estados Unidos). 
Inmediatamente se añadió a la mezcla 1 ml de medio SOC y se incubó durante 1 h a 37 ºC. Finalmente, la mezcla 
se sembró en placas de LB-agar con ampicilina 50 μg/ml.  
 
3.2.3. Cultivo de Leishmania spp. 
Los cultivos de Leishmania spp. se realizaron en un laboratorio de nivel de bioseguridad 2. 
 
3.2.3.1. Cultivo de promastigotes y amastigotes axénicos. 
Los promastigotes de Leishmania spp. se cultivaron en frascos Roux a 27 ºC en medio completo constituido 
por medio Gibco
®
 RPMI 1640 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos) suplementado con un 10% de 
suero bovino fetal (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos), inactivado a 56 ºC durante una hora (SBF), y con 
los antibióticos penicilina 100 UI/ml y estreptomicina 100 μg/ml (Thermo Fisher Scientific). En determinados 




experimentales. Para el análisis de la dependencia de los nutrientes presentes en el medio de cultivo de L. infantum, 
se utilizó medio RPMI sin SBF con una concentración definida para cada uno de los nutrientes (Merlen y col., 
1999). Los cultivos se iniciaron a una densidad celular de 2 x 10
6
 células/ml, y se monitorizó su crecimiento 
realizando recuentos cada 24 horas con cámaras de Neubauer (Brand GMBH, Wertheim, Alemania). Las células 
fueron sedimentadas a 2.000 g durante 10 min. 
Los promastigotes se almacenaron por congelación en SBF con 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (Sigma-
Aldrich) en nitrógeno líquido a una densidad de 10
8
 células/ml. Para conseguir que el descenso de la temperatura 
fuese gradual (-1ºC/min) se utilizó una cámara Cryo 1 ºC Freezing Container (Nalgene, Nueva York, Estados 
Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
La línea de amastigotes axénicos se obtuvo según un procedimiento basado en el aumento de la temperatura a 
37 ºC y el descenso del pH a 4,5 en un atmósfera del 5% de CO2 (Saar y col., 1998, Debrabant y col., 2004). La 
morfología de los amastigotes axénicos se comprobó en un microscopio óptico (Leica, Wetzlar, Alemania). 
 
3.2.3.2. Obtención de amastigotes intracelulares e infección in vitro. 
El cultivo de la línea celular U-937 se realizó en un laboratorio de nivel de bioseguridad 2. Las células sin 
diferenciar se cultivaron en frascos Roux  en suspensión en medio completo a 37 ºC y atmósfera de 5% de CO2. Se 
centrifugaron las células a 250g durante 10 min y su conservación se realizó tal y como se detalla en la sección 
3.2.3.1., pero a una densidad celular de 1 x 10
7
 células/ml. 
Las células U937, a una densidad celular de 10
6
/ml, se diferenciaron con forbol-12-miristato-13-acetato 
(PMA) a una concentración de 20 ng/ml en medio completo fresco. La mezcla se incubó a 37 ºC y en una 
atmósfera de 5% CO2 durante 72 horas. 
Tras la diferenciación, se lavó el cultivo con RPMI 1640 por agitación suave para desechar las células no 
adheridas. Seguidamente se añadieron promastigotes de L. infantum en fase estacionaria a una densidad de 2 x 10
7
 
promastigotes/ml en medio completo. La mezcla de promastigotes con el cultivo de macrófagos en una relación 




 macrófagos/ml (20:1), se incubó durante 6 h a 37 ºC en una atmósfera de 5% de 
CO2. Posteriormente, se eliminó el sobrenadante y se hicieron lavados repetidamente con medio RPMI 1640 hasta 
comprobar, por microscopio óptico (Leica, Wetzlar, Alemania), que se habían desechado los promastigotes libres. 
A continuación la mezcla de células se incubó a 37 ºC y 5% de CO2 durante 48 h en medio completo fresco en un 
volumen del cultivo inicial. Dada la capacidad de adherencia de las células diferenciadas, éstas se recuperaron 
mecánicamente utilizando un raspador y se resuspendieron en medio completo recuperándose por centrifugación a 
250 g. 
 
3.2.3.3. Obtención de promastigotes con mayor infectividad a partir de cultivos axénicos. 
La obtención de promastigotes metacíclicos se realizó mediante dos procedimientos descritos previamente. El 
primer procedimiento consiste en la aglutinación de promastigotes con PNA (Sigma-Aldrich) lo que permite 
diferenciar los promastigotes metacíclicos PNA
-
 y con mayor capacidad infectiva, de los procíclicos PNA
+
 (Sacks y 
cols., 1985; Alcolea y cols., 2009). El método se basa en la separación de ambas subpoblaciones por centrifugación 






 células/ml con 50 μg/ml de PNA. A continuación, se centrifugaron a 200 g para separar los PNA-, que 
permanecen en suspensión en el sobrenadante, de los aglutinantes (PNA
+
) que van al sedimento (Spath y Beverley, 
2001). La separación de ambas subpoblaciones se comprobó por observación al microscopio óptico. El segundo 
método utilizado para obtener promastigotes con mayor capacidad infectiva se basa en la separación en función de 
la densidad en gradiente de Percoll
®
 siguiendo un procedimiento previamente descrito (Castanys y col., 1984, 
Spath y Beverley, 2001). 
 
3.2.3.4. Transfección de promastigotes de L. infantum para la generación de líneas celulares knock-in. 
Para la obtención de promastigotes con capacidad de sobreexpresar genes de interés, se siguió un 
procedimiento previamente descrito (Alzate y col., 2006) en la Universidad de Alcalá de Henares bajo la dirección 
del profesor Antonio Jiménez y con las modificaciones que se indican a continuación.  
Los genes de interés amplificados por PCR, utilizando los oligonucleótidos indicados en la tabla 2 y tal y 
como se describe en el apartado 3.3.3.1., se clonaron en el plásmido pJET1.2 incluido en el kit CloneJET PCR 
Cloning Kit siguiendo las indicaciones del fabricante (Thermo Fisher Scientific). A continuación, los insertos 
fueron subclonados, tras la digestión con la enzima de restricción BglII, según las indicaciones de la casa comercial 
(New England Biolabs, Ipswich, Estados Unidos) en el plásmido integrativo pIRmcs3 (-) (Hoyer y col., 2004). Las 
construcciones con ambos genes fueron linealizadas por digestión con la enzima Swa I (Thermo Fisher Scientific). 
A continuación, se añadió una cantidad conveniente del plásmido linealizado (entre 1,5 y 3 μg de ADN), con o sin 
inserto, a la cubeta con los promastigotes en el tampón de electroporación y se aplicó un pulso en un electroporador 
Electro Cell Manipulator 600 (BTX, Holliston, Estados Unidos). Las condiciones de electroporación fueron las 
siguientes: 1,5 kV y 24 Ω durante ∼ 0,28 ms (modo High voltage). Con las mismas condiciones se realizó un 
control negativo de transfección.  
Los promastigotes de L. infantum, fueron recogidos en fase logarítmica media. Éstos fueron lavados en 
tampón de electroporación (132 mM NaCl, 8 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, 0,5 mM de acetato de 
magnesio, ajustado a pH 7,0 con ácido acético) esterilizado por filtración (0,22 μm). Seguidamente, se lavaron las 
células y se resuspendieron en el mismo tampón a una concentración de 7 x 10
8 células/ml y se transfirieron 400 μl 
de esta mezcla a una cubeta de electroporación con una distancia entre electrodos de 0,2 cm (BTX).   
Durante las primeras 24 h, tras el pulso de corriente eléctrica, se cultivaron los promastigotes en medio Gibco
®
 
RPMI 1640 suplementado con 20% de SBF y sin antibióticos. Transcurrido este tiempo, los promastigotes se 
subcultivaron en medio completo, constituido por medio Gibco
®
 RPMI 1640, suplementado con 20% de SBF y 
10% de un sobrenadante de cultivo de promastigotes de L. infantum en fase estacionaria esterilizado por filtración 
(0,22 μm), y con los antibióticos penicilina 100 UI/ml, estreptomicina 100 μg/ml y nourseotricina (Jena Bioscience, 
Jena, Alemania) como agente de selección a una concentración inicial de 80 μg/ml que se incrementó a 100 μg/ml a 
los cinco días y a 120 μg/ml a los 10 días, para realizar la selección adecuadamente. Para conocer la concentración 
inicial de nourseotricina para seleccionar los promastigotes transfectados con el vector, se incubaron los 
promastigotes del aislado M/CAN/ES/98/10445 de L. infantum con distintas concentraciones del antibiótico (12,5, 
25, 50, 100 y 200 μg/ml) en placas multipocillo de 96 durante 72 h a 27 ºC.  Tras la incubación, se añadieron 5 




citómetro de flujo FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, Estados Unidos). La construcción de la curva dosis-
respuesta permitió calcular la dosis letal 50 (DL50) (Anexo III). 
 
3.3. Detección de p-hidroxifenil lactato en el sobrenadante de un cultivo de L. infantum. 
El procedimiento de extracción se llevó a cabo siguiendo un protocolo previamente descrito (Montemertini y 
col., 1993) con algunas modificaciones. A partir de un cultivo de promastigotes en fase estacionaria de 230 ml  
mediante centrifugación a 1.500 g se desecharon los promastigotes y posteriormente se filtró el sobrenadante 
obtenido (0,22 µm). Éste se congeló a -80 ºC y se liofilizó durante dos días a -50 ºC. El producto liofilizado se 
resuspendió en 0,05 volúmenes de agua milliQ. La solución obtenida se acidificó con H2SO4 hasta pH 1,0 y las 
proteínas precipitadas se eliminaron por centrifugación y posterior filtración (0,45 μm). A partir de la solución 
acuosa obtenida en el paso anterior, se realizó una extracción líquido/líquido de la fracción orgánica. Para ello, 
dicha solución se mezcló por agitación vigorosa con 0,5 volúmenes de éter dietílico (Panreac-AppliChem, 
Darmstadt, Alemania). La fase orgánica resultante, en la parte superior de la mezcla bifásica, se conservó a TA y la 
fase acuosa, en la parte inferior, se recuperó. Sobre ésta última se realizaron otras dos extracciones más de la fase 
orgánica con éter dietílico. Todas las fases orgánicas obtenidas se mezclaron y se desecó la mezcla durante 20 min 
en un rotavapor R-200 (Büchi, New Castle, Estados Unidos). Los cristales obtenidos se solubilizaron en 1 ml de 
agua milliQ y se analizaron por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) y cromatografía de gases acoplada 
a espectrometría de masas (GC-MS). 
Para el análisis de la fase orgánica del sobrenadante del cultivo de promastigotes de L. infantum en fase 
estacionaria, se utilizó un sistema HPLC Agilent 1200 a 280 nm (Agilent, Santa Clara, Estados Unidos) equipado 
con una columna C18 de 5 μm de grosor de fase estacionaria y unas dimensiones de 25 x 0,45 cm. El producto 
comercial pHPL (Sigma-Aldrich) fue usado como estándar. Como control negativo se utilizó la fase orgánica 
aislada del medio completo estéril. La muestra resultante del proceso de extracción de la fase orgánica (apartado 
3.2.3.5.) fue diluida cinco veces en agua milliQ y se almacenó a 4 ºC. La elución se llevó a cabo utilizando un 
gradiente discontinuo de agua/acetonitrilo (ACN), siendo el flujo de 1 ml/min: 10-30% ACN en 6 min, 30% ACN 
6-12 min, 30-100% ACN 12-19 min. El volumen de muestra analizado fue de 10 μl. La concentración de pHPL se 
calculó integrando el área bajo la curva del pico identificado como pHPL con el software Agilent ChemStation 
(Agilent) y extrapolándola al área obtenida de los picos obtenidos con cuatro concentraciones distintas de pHPL 
(1,25, 12,5 y 25 mM) (Anexo V). 
Con el objetivo de aumentar la volatilidad de los productos orgánicos, la fracción obtenida del pico eluido por 
HPLC se derivatizó por trimetilsililación. El análisis de dicha fracción se realizó en un equipo de cromatografía de 
gases acoplada a espectrometría de masas Agilent 7980A-5975C específico para el análisis de muestras de bajo 
peso molecular y equipado con un inyector split-splitle inlet (T =320 ºC P = 12,5 psi) y una columna 
cromatográfica de polisiloxano HP5 MS de 30 m x 250 μm x 0,25 μm en el Servicio de Cromatografía de Gases del 
Centro de Investigaciones Biológicas (Madrid) con la colaboración de la Dra. Alicia Prieto. El espectrómetro de 






3.4. Manipulación de ADN. 
 
3.4.1. Aislamiento de ADN. 
  
3.4.1.1. Aislamiento de ADN plasmídico 
La purificación de ADN plasmídico a pequeña escala se realizó por el método de lisis alcalina con el kit High 
pure Plasmid Isolation Kit (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
 
3.4.1.2. Aislamiento de ADN genómico de promastigotes de L. infantum. 
El aislamiento se basó en un procedimiento previamente descrito (Sambrook y col., 1989) con las 
modificaciones que se detallan a continuación. En resumen, se centrifugó a 2.000 g un cultivo de promastigotes de 
L. infantum M/CAN/ES/98/10445 en fase estacionaria durante 10 min a 4 ºC y se lavó tres veces con PBS. A 
continuación, se lisaron 2 x 10
9 
promastigotes utilizando 10 ml de una solución de Tris-HCl 10 mM pH 9,5, EDTA 
0,1 M, SDS al 2%, ARNasa pancreática 20 μg/ml y proteinasa K 0,1 mg/ml a 55 ºC durante 3 horas. 
Posteriormente, se añadió un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 25:24:1 y se agitó cuidadosamente 
durante 10 min para formar una emulsión. Seguidamente ésta se centrifugó a 2.000 g durante 15 min y se recuperó 
la fase acuosa. El proceso de extracción se repitió dos veces hasta la desaparición de la interfase blanca formada 
fundamentalmente por proteínas. A la fase acuosa resultante se le añadieron 0,1 volúmenes de acetato sódico 3 M y 
2,5 volúmenes de etanol absoluto pre-enfriado a -20 ºC. La mezcla se incubó a -20 ºC durante 1 hora y se 
centrifugó durante 30 min a 15.700 g. Finalmente, tras realizar un nuevo lavado del sedimento con etanol al 70%, 
se dejó secar y se resuspendió en agua milliQ. 
 
3.4.1.3. Aislamiento de ADN de bazo de ratón. 
Para la obtención de ADN genómico a partir de bazo de ratón, se homogeneizaron ~10 mg de órgano y se 
incubaron a 56 ºC durante 16 h con 250 μl de tampón para la homogeneización completa de la muestra (0,4 % SDS, 
10 mM EDTA, 30 mM Tris-HCl pH 8,0 y 3 μl de proteinasa K (Sigma)).  A continuación, se añadieron 250 μl de 
acetato de amonio 4 M manteniéndose a TA durante 30 min. Posteriormente, la mezcla se centrifugó a 15.700 g 
durante 10 min y se recuperó el sobrenadante, al cual se le añadió 1 ml de etanol absoluto pre-enfriado a -20 ºC 
para precipitar el ADN. La mezcla se centrifugó 15 min a 15.700 g y el sedimento se lavó con etanol al 70% 
enfriado a -20 ºC volviéndose centrifugar. Finalmente, el sedimento se secó completamente a TA y se resuspendió 
en 200 μl de tampón TE (10 mM Tris-HCl pH 8,0 y 1 mM EDTA). 
 
3.4.2 Electroforesis en gel de agarosa. 
Las muestras de ADN se prepararon en tampón TE (descrito en el apartado anterior) junto con el tampón de 
carga 6X de ácidos nucleicos (New England Biolabs). En cada una de las electroforesis de ADN se cargaron 200 ng 
de marcador 1Kb DNA Ladder (New England Biolabs). Las electroforesis se llevaron a cabo en las células Mini-




EDTA 1 mM, ácido acético 20 mM) con el marcaje de ácidos nucleicos GelRed
TM
 (Biotium, Hayward, Estados 
Unidos) al 0,01% v/v. La electroforesis se desarrolló por aplicación de una corriente eléctrica de 5 V/cm (75 mA) 
durante 60-90 min con una fuente de alimentación PowerPac
TM
 Basic (BioRad). Posteriormente, se irradió el gel 
con luz ultravioleta (UV) bien con el sistema Gel Doc XR System y el programa informático Quantity One v. 4.6 
para la toma de imágenes (BioRad), o bien utilizando el módulo transiluminador Fotodyne
®
 acoplado a una cámara 
fotográfica (Fotodyne, Hartland, Estados Unidos) para la toma de imágenes. 
 
3.4.3. Purificación de ADN. 
 
3.4.3.1. Extracción de ADN de gel de agarosa. 
Los fragmentos de ADN resueltos por electroforesis en gel de agarosa, se visualizaron en el transiluminador 
Fotodyne
®
 y posteriormente se escindió la banda de ADN de interés con un escalpelo. A continuación, el ADN de 
interés, se extrajo de la agarosa con QIAquick Gel Extraction Kit (QIAagen, Hilden, Alemania), y siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 
3.4.3.2. Purificación por precipitación con etanol. 
La purificación de muestras de ADN en solución con alto contenido en sales se llevó a cabo por precipitación 
con 0,1 volúmenes de acetato sódico y 2,5 volúmenes de etanol absoluto pre-enfriado a -20 ºC durante una hora. 
Posteriormente, se centrifugó la muestra a 10.000g y 4 ºC, descartándose el sobrenadante y se lavó el sedimento 
con etanol al 70%. Finalmente, se dejó secar el ADN a TA y se resuspendió en un volumen adecuado de agua 
milliQ según las aplicaciones posteriores.  
 
3.4.4. Clonaje en vectores de expresión. 
En la Tabla 2 se muestran los oligonucleótidos y las condiciones de amplificación y de clonaje de los genes 
utilizados para el desarrollo de este trabajo. 
Los oligonucleótidos necesarios para la amplificación por PCR de los genes de interés, fueron diseñados 
utilizando el programa informático Geneious v. 5.5 y fueron sintetizados y purificados por la casa comercial 
Ecogen (Madrid, España). La amplificación de los insertos se llevó a cabo utilizando los oligonucleótidos indicados 
en la Tabla 2 y con la ADN polimerasa Kapa HiFi HotStart siguiendo las instrucciones del fabricante 
(Kapabiosystems, Wilmington, Estados Unidos). El perfil de ciclos térmicos de las reacciones de PCR se presenta 
en la Tabla 3 y las temperaturas de hibridación (TH) para cada par de oligonucleótidos se indican en la Tabla 2. Se 
utilizaron en todos los casos 20 ng de ADN genómico de L. infantum como molde. A continuación, se analizaron 
los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y se escindió el inserto de interés (ver 
apartado 3.3.3.1.). Dicho inserto se precipitó con etanol (apartado 3.3.3.2.) y se digirió utilizando las enzimas de 
restricción adecuadas para cada caso (Tabla 3) según las indicaciones de la casa comercial (New England Biolabs). 
Una vez realizada la electroforesis, el inserto digerido se extrajo de la agarosa y se precipitó con etanol. La 





Construcción ID. del gen de interés Oligonucleótidos para la 
amplificación del gen de interés 
TH TM Dianas de 
restricción 
pRSET-LiTAT LinJ.36.2490  LiTAT_Fw: 5´ - ACGGGATCCACGA 
TTGATACGCAGGCC - 3´ 
 
LiTAT_Rv: 5´ - ACGAAGCTTCTAC 










pRSET-LiTAT Tr LinJ.36.2490 (excluyendo los 
primeros 114 nucleótidos del CDS) 
LiTAT_Tr_Fw: 5´ - ACGGGATCCAC 
GAGTTTTCGCCGTATCGC - 3´  
 
LiTAT_Rv: 5´- ACGAAGCTTCTAC 










pAVA-LiMalDC LinJ.24.0780 LiMalDC_Fw:  5´ - CCCAGGGTCCTGGT 
TCGTCCCTCCAAAACGATCTGCAC - 3´ 
 
LiMalDC_Rv:  5´ - CAAAGCTAGAATAT 









pAVA-LicMDH LinJ28.3090 LicMDH_Fw:  5´ - CCCAGGGTCCTGGTT 
CGTCCGCTGTGAAGGTGGCC - 3´ 
 
LicMDH_Rv: 5´ - CAAAGCTAGAATATT 
CGTCATAGCCCTGCCTGCGC - 3´ 





pAVA-LiD2-HADH LinJ.34.4360 LiD2HADH_Fw:  5´ - CCCAGGGTCCTGG 
TTCGGCCCCTACCATTTGCGTCTG - 3´ 
 
LiD2HADH_Rv: 5´ - CAAAGCTAGAATA 
TTCGCTAGTAGCCCTTATCCATGC  - 3´ 





pIR-LiTAT** LinJ.36.2490  LiTAT_pIR_Fw: 5´ - ACGGGATCCATG 
ACGATTGATACGCAGGCC - 3´  
 
LiTAT_Rv: 5´-ACGGGATCCCTACTTCT 
TGTGGCGCTCGCA - 3´ 






pIR-LiTAT Tr** LinJ.36.2490 (excluyendo los 
primeros 114 nucleótidos del CDS) 
LiTAT_pIR_Fw: 5´ - ACGGGATCCATG 
ACGAGTTTTCGCCGTATCGC – 3´  
 
LiTAT_Rv: 5´ - ACGGGATCCCTACTTCTT 
GTGGCGCTCGCA - 3´ 





Tabla 2. Condiciones de amplificación y clonaje para cada proteína. TH, temperatura de hibridación. TM, temperatura de fusión. * N/A: No aplica; clonajes realizados 
con el sistema In Fusion
®
 (apartado 3.4.4.4.). ** Los insertos se subclonaron en el vector pIR a partir de la digestión del inserto con la enzima BglII que había sido 




Tabla 3. Perfil de ciclos térmicos de las reacciones de PCR para la amplificación de los insertos. *La temperatura de hibridacion (TH) 
aplicada para cada par de oligonucleótidos se indica en la Tabla 2. 














3.4.4.1. Preparación de los vectores. 
Tras el aislamiento de ADN plasmídico tal y como se detalla en la sección 3.3.1.1., éste se digirió con las 
enzimas de restricción adecuadas en cada caso (Tabla 2). Para evitar la religación de los vectores utilizados, se 
defosforilaron los extremos cohesivos 5´ con fosfatasa de gamba antártica siguiendo las instrucciones del fabricante 
(New England Biolabs). El vector digerido y defosforilado se purificó de forma secuencial por extracción del gel de 
agarosa seguida de precipitación con etanol (apartado 3.4.3.2.). Finalmente, el ADN resuspendido en agua milliQ, 
se cuantificó por espectroscopía de absorción UV. 
 
3.4.4.2. Ligación. 
La reacción de ligación se llevó a cabo con la ADN ligasa T4 (New England Biolabs). La reacción se llevó a 
cabo en un volumen final de 10 μl a 16 ºC durante 16 h. Para el cálculo de la cantidad de inserto y vector empleada 
en cada caso, se utilizó la Ecuación 1 para determinar la razón molecular vector:inserto, que fue de 1:3 ó 1:6. En 
todos los casos, se utilizó una cantidad constante de vector (20 ng), a partir de la cual se calculó la cantidad 
necesaria de inserto. El producto de ligación se utilizó para transformar bacterias E. coli DH5α electrocompetentes 
mediante la aplicación de un pulso eléctrico (apartado 3.2.2.). 
 
Ecuación 1.  
 
 
         
         
     
        
        
  
Siendo r la razón molecular vector:inserto. 
 
 
3.4.4.3. Sistema de clonaje In Fusion
®
. 
Los clonajes con el sistema In-Fusion HD cloning kit (Takara-Bio, Kioto, Japón) se desarrollaron con los 
insertos clonados en el vector pAVA0421 (LinJ.24.0780, LinJ28.3090 y LinJ.34.4360) y siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Para la obtención del vector linealizado, éste se amplificó por PCR con los 
oligonucleótidos 5´-CAAAGCTAGAATATTCG-3´ y 5´-CAAAGCTAGAATATTCG-3´. El perfil de los ciclos de 
amplificación de los insertos por PCR se muestra en la Tabla 3 y las TH y TM utilizadas con cada inserto se 





3.4.5. Secuenciación de ADN. 
La comprobación de los clonajes se realizó por secuenciación de los insertos clonados en los vectores 
plasmídicos utilizando los oligonucleótidos descritos en la Tabla 2. Dicho procedimiento se llevó a cabo según el 
método de Sanger (Sanger y col., 1977) por la empresa Secugen S.L. (Centro de Investigaciones Biológicas, 
Madrid, España), utilizándose los oligonucleótidos empleados para realizar los clonajes (Tabla 2). 
 
 
3.5. Expresión en sistema heterólogo y purificación de proteínas recombinantes. 
 
3.5.1. Expresión de proteínas recombinantes. 
Los preinóculos de los cultivos bacterianos (5-10 ml de cultivo) se iniciaron a partir de las células conservadas 
a -80 ºC en glicerol (apartado 3.2.1.) y se cultivaron durante 16 h a 37 ºC. A continuación, se iniciaron los cultivos 
de 1 L a partir de los preinóculos hasta que alcanzaron una densidad óptica de 0,5 UDO600nm aproximadamente. 
Seguidamente, se indujo la expresión de las proteínas recombinantes añadiendo 1 mM de isopropil-β-D-1-
tiogalactopiranósido (IPTG) e incubando los cultivos durante 2 h a 27 ºC en agitación. Transcurrido este tiempo, 
los cultivos se centrifugaron a 4.000 g durante 15 min a 4 ºC. El sedimento de cada cultivo se lavó con un volumen 
de 50 ml de NaCl al 0,9% y se volvió a centrifugar a 4.000 g durante 15 min a 4 ºC. A continuación, el sedimento 
resultante se resuspendió en 50 ml del tampón de unión adecuado para cada proteína (Tabla 4) y se almacenó a -80 
ºC. 
Las células resuspendidas en el tampón de unión se lisaron en dos ciclos de congelación-descongelación a -80 
ºC y posterior sonicación durante 10 ciclos de 10 segundos de sonicación seguido de 30 segundos de enfriamiento a 
4 ºC. Los extractos lisados se filtraron (0,45 μm) y se ajustó a pH 8,0 con HCl 2 M. Los extractos totales se 
volvieron a filtrar y se almacenaron a 4 ºC para purificar las proteínas recombinates sobre-expresadas.  
 
 
3.5.2. Purificación por cromatografía de afinidad con níquel. 
Todas las purificaciones se llevaron a cabo en condiciones nativas a TA. En primer lugar las purificaciones se 
optimizaron a pequeña escala utilizando extractos celulares resuspendidos en el tampón de unión correspondientes 
a cultivos de 0,25 L de E. coli. En este caso los extractos, obtenidos como se detalla en la sección 3.5.3.1., se 
incubaron durante 1 h a 4 ºC con agitación suave con 3 ml de la matriz de agarosa con  Ni-NTA inmovilizado 
(Qiagen) las cuales se equilibraron previamente en el tampón de unión correspondiente a la purificación de cada 
proteína (Tabla 4). Posteriormente, la mezcla se lavó con tampón de unión y la proteína fue eluida con el tampón de 
elución (Tabla 4) correspondiente a cada proteína con concentraciones crecientes de imidazol (100, 400 y 700 







Tabla 4. Tampones utilizados en las purificaciones de las proteínas recombinantes. * Un comprimido del cocktail de 








Para las purificaciones a gran escala se utilizaron los extractos correspondientes a un cultivo de E. coli de entre 
1 y 3 L. Estas purificaciones se llevaron a cabo en un sistema FPLC ÄKTA Purifier o en un equipo HPLC ÄKTA 
purifier 10 (GE Healthcare, Little Chalfont, Inglaterra) con columnas empaquetadas HiTrap FF de 1 ó 5 ml con 
níquel (GE Healthcare). El extracto celular correspondiente al cultivo filtrado (apartado 3.5.3.1.) se añadió a la 
columna con níquel a un flujo de 0,5 ml/min. Posteriormente, se lavó la columna con 30 ml de tampón de unión a 
un flujo de 1 ml/min en todos los casos. Las proteínas fueron eluidas en fracciones de 0,5 ml que se almacenaron a 
4 ºC, utilizando un gradiente discontinuo en dos pasos con los tampones de unión y de elución (Tabla 4) y con 

















































tampón de elución 
 
0-60% 0-60% 0-60% 0-80% 0-60% 
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Tras las purificaciones, las columnas se regeneraron añadiendo secuencialmente 10 ml de solución de 
regeneración (Tris-HCl 0,1 M pH 8,0, EDTA 50 mM, NaCl 1 M) con un flujo de 0,5 ml/min, 20 ml de agua milliQ 
añadida con un flujo de 1 ml/min, 5 ml de una solución de sulfato de amonio 75 mM a 0,5 ml/min y 10 ml de 
sulfato de níquel 100 mM con un flujo de 0,2 ml/min. A continuación, la columna regenerada se almacenó en 
etanol al 30% [v/v] a 4 ºC hasta la siguiente purificación.  
 
3.5.3. Cromatografía de exclusión por tamaño molecular. 
Las proteínas LiTAT y LiTAT_Tr, purificadas por afinidad, se purificaron nuevamente por exclusión por 
tamaño molecular como paso previo a la cristalización para resolver su estructura. Para ello, las fracciones 
obtenidas con las proteínas recombinante de interés se concentraron utilizando filtros Amicon 15 de 30 kDa (Merck 
Millipore) y se diluyeron hasta 0,5 ml con tampón SEC (Size Exclussion Chromatography) (HEPES 20 mM pH 
7,0, NaCl, 300 mM, glicerol 5% [v/v],  hidrocloruro de tris(2-carboxietil)-fosfina 1 mM). 
La cromatografía se desarrolló en un equipo HPLC ÄKTApurifier 10 (GE, New Jersey,  Estados Unidos) a TA 
en una columna HiLoad 26/60 Superdex 75 prep-grade (GE, Estados Unidos) equilibrada previamente en tampón 
SEC. La curva de calibrado obtenida usando el kit Low Molecular Weight (GE, Estados Unidos) permitió, 
aplicando la Ecuación 3, calcular el coeficiente de distribución (Kav) y de este modo definir el estado oligomérico 
en solución de las proteínas LiTAT y LiTAT_Tr. Las proteínas eluidas fueron concentradas a 4 ºC utilizando filtros 
Amicon de 30 kDa. 
Ecuación 2. 
 
    
       
       
 
 
Ve, volumen de elución de la proteína; Vo, volumen de vacío de la columna; Vt, volumen total de la columna. 
 
 
3.6. Producción y purificación de anticuerpos policlonales. 
Para la obtención de los anticuerpos policlonales específicos frente a las distintas proteínas estudiadas se 
inoculó cada una de las proteínas solubles purificadas a dos hembras de conejo (Orcitolagus cuniculus) de raza 
New Zealand White. Dichos conejos se mantuvieron durante tres meses en el Servicio de Animalario de Centro de 
Investigaciones Biológicas (Madrid, España) de acuerdo con los protocolos de bienestar animal de la Unión 
Europea (Directiva 2010/63/EU). 
Los conejos se inmunizaron frente a las proteínas purificadas LiTAT o LiMalDC (apartado 3.5.3.). Antes del 
inicio de las inmunizaciones, se obtuvieron 5 ml de suero de cada conejo que fue utilizado como suero pre-inmune. 
Se administró por vía subcutánea una dosis de 0,5 mg/ml de proteína, purificada y dializada frente a PBS a 4ºC, 
junto con el adyuvante completo de Freund cada tres semanas durante tres meses (cuatro dosis en total). Tras la 
cuarta dosis, se extrajeron 5 ml de suero aproximadamente y se tituló el anticuerpo frente a la proteína 
recombinante purificada y frente a extractos proteicos de L. infantum. El sacrificio del animal sedado se realizó 




 El anticuerpo policlonal anti-LiTAT fue purificado por cromatografía de afinidad con columnas de 1 ml de N-
hidroxi-succinimida (NHS) pre-activadas (GE Healthcare). Para ello, en primer lugar la proteína purificada LiTAT 
se dializó en tripa de diálisis frente al tampón de unión a NHS (NaHCO3 0,2 M, NaCl 0,5 M a pH 8,0) a 4 ºC y en 
agitación. Tras 2 h, se añadió nueva solución de diálisis y se mantuvo a 4 ºC en agitación durante 16-18 h. 
Posteriormente, se diluyó la proteína con el mismo tampón a una concentración de 1 mg/ml en un volumen final de 
1 ml. Por otro lado, para activar la columna de NHS en isopropanol, se añadieron 6 ml de HCl 1 mM enfriado a 4 
ºC. A continuación, se inyectó en la columna la solución de proteína-ligando dializada y se incubó durante 4 h a 4 
ºC, permitiendo la unión de las aminas secundarias a los grupos activados de NHS. El exceso de ligando se eliminó 
aplicando 3 ml de tampón de lavado (NaHCO3 0,2 M a pH 8,3 y NaCl 0,5M) y, posteriormente, se inactivaron los 
grupos NHS no unidos, inyectando secuencialmente 6 ml de un tampón para la inactivación de los grupos NHS 
(etanolamina 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3), 6 ml de tampón ácido (acetato sódico 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4,0) y de 
nuevo 6 ml del mismo tampón de inactivación. La columna se incubó en este último tampón a 4 ºC durante 4 h y se 
volvieron a añadir de forma secuencial 6 ml de tampón ácido, 6 ml de tampón de inactivación y otros 6 ml de la 
solución tamponadora ácida. A continuación, la columna se equilibró con 10 ml de PBS a pH 7,0, y se añadió una 
solución de 50 ml de anticuerpo policlonal sin purificar diluido diez veces en PBS y filtrado (0,22 μm) a un flujo de 
0,5 ml/min. El eluido se recuperó y se volvió a pasar por la columna al mismo flujo. Seguidamente, se lavó la 
columna de forma secuencial con 20 ml de PBS, 20 ml de tampón de lavado (PBS, KCl 0,5 M) y nuevamente con 
20 ml de PBS. Los anticuerpos unidos específicamente se eluyeron en fracciones de 1 ml con 10 ml de tampón de 
elución (100 mM glicina-HCl, pH 3,0) y se recogieron en tubos conteniendo 1 ml de una solución Tris-HCl 2M pH 
8,5 para equilibrar el pH. Las fracciones recogidas se almacenaron a 4 ºC para su titulación por Western blot. 
El análisis de las fracciones recogidas durante el procedimiento de purificación del anticuerpo policlonal anti-
LiTAT se llevó a cabo mediante ELISA. Para ello, se tapizaron placas de 96 pocillos de fondo plano con alta 
capacidad de adsorción (Greiner Bio-one, Alemania) con 100 μl de proteína LiTAT a una concentración de 4 μg/ml 
en tampón carbonato-bicarbonato (0,1 M NaHCO3, 0,034 M Na2CO3, pH 9,6) y se incubaron a 4 ºC durante 16 h. A 
continuación se realizó el bloqueo de las placas con una solución de albúmina de suero bovino (BSA) al 1% 
(Sigma-Aldrich) en PBS 10X durante 1 h a TA y posteriormente se lavaron tres veces con PBS 0,1% BSA 0,03% 
Tween 20 (Sigma-Aldrich). Tras los lavados, se añadió el anticuerpo purificado en el paso anterior a una dilución 
1:100 en la misma solución de lavado durante 30 min a TA. Se realizaron de nuevo tres lavados con dicha 
disolución para eliminar los anticuerpos no unidos. Para la detección de las IgG específicas anti-LiTAT se utilizó el 
conjugado proteína A-peroxidasa (Sigma-Aldrich) a 0,19 μg/ml en solución de lavado y se incubó 30 min a TA. Se 
lavó nuevamente con solución de lavado (ver más arriba) dos veces y una vez con PBS y, a continuación, se 
añadieron las pastillas de o-fenilendiamina dihidrocloruro (OPD) (DAKO, Agilent, Estados Unidos) disueltas en 
solución de revelado (ácido cítrico 50 mM, fosfato sódico 0,116 M, H2O2 0.03%, pH 5,0) y según las instrucciones 
del fabricante. La reacción se paró añadiendo 100 μl de 0,5 M de H2SO4. La absorbancia se determinó a 450 nm en 
un lector de placas Varioskan
TM






3.7. Manipulación de proteínas.  
 
3.7.1. Obtención y cuantificación de extractos proteicos totales de Leishmania spp. 
Se centrifugaron 1 x 10
8 
células, procedentes de cultivo, a 1.500 g, se lavaron tres veces con PBS 1X y 
finalmente, se resupendieron en 100 μl de tampón de rehidratación [urea 8,4 M, tiourea 2,4 M, 1-propanosulfonato 
de 3-(3-colamidopropil)-dimetilamonio (CHAPS) al 4 % [p/v], azul de bromofenol al 0,0003 % [p/v],  DTT 50 
mM, Tritón X-100 al 1%, un comprimido del cocktail de inhibidores de proteasas (Roche) y nucleasa Benzonase
®
 
50 μg/ml (Merck Millipore)]. Se agitaron las muestras suavemente por inversión a 4 ºC durante 30 min y los 
extractos resultantes se centrifugaron 8.000 g a 4 ºC durante 10 min, recuperando posteriormente el sobrenadante y 
almacenándolo a -80 ºC. 
A continuación, se diluyó una alícuota de la muestra en agua milliQ 1:5 o 1:10 y se cuantificó mediante el 
reactivo de Bradford (Bradford, 1976) según las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). La lectura de la 
absorbancia se realizó a 595 nm en un lector de placas Varioskan
TM
 Flash (Thermo Fisher Scientific). 
 
3.7.2.  Determinación de los niveles  de expresión relativa de LiTAT y LiMalDC.   
Se separaron los extractos de proteína mediante SDS-PAGE al 10% y se analizaron por Western blot siguiendo 
un protocolo previamente descrito (Gonzalez-Aseguinolaza y col., 1997). Como anticuerpos primarios se utilizaron 
los policlonales anti-LiTAT (dilución 1:2.000) y anti-LiMalDC (dilución 1:1.000) generados tal y como se detalla 
en la sección 3.6., el policlonal anti-gGAPDH (1:10.000) proporcionado por el Profesor Paul A. Michels y el 
anticuerpo monoclonal de ratón anti-6xHis (dilución 1:1.000) (Clontech, Takara-Bio, Japón). Como anticuerpos 
secundarios, se utilizaron los policlonales de cabra anti-IgG de conejo (dilución 1:2.000) y anti-IgG de ratón 
(dilución 1:1.000) conjugados a HRP (peroxidasa de rábano) (Dako, Agilent).  
La reacción de quimioluminiscencia para el revelado del Western blot se llevó a cabo utilizando el reactivo 
ECL Western blotting Detection kit (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del fabricante. La reacción se 
incubó a temperatura ambiente durante 60 s. Se secó el exceso de reactivo y posteriormente se detectó la señal con 
el analizador Image Reader LAS-3000 (GE Healthcare). Los parámetros aplicados para la toma de imágenes de la 
señal quimioluminiscente fueron 200 s de exposición con una sensibilidad de detección alta. La señal obtenida se 
visualizó con el software MultiGauge v. 2.0. (Fujifilm Life Science, Japón) utilizando un rango de detección de 
señal de brillo entre 0 y 7.000 en la escala lineal de grises. Tras sustraer la señal de fondo con el software Quantity 
One v. 4.6. (Image – Substract background) se cuantificó la intensidad de la señal obtenida (View – Plot Density – 
Density in Box). La intensidad de señal de las bandas correspondientes a las proteínas se normalizó con la señal 
correspondiente a la proteína gGAPDH utilizada como control de carga interno en cada muestra y el valor 
resultante se multiplicó por 100, dando un valor de expresión normalizada frente a la expresión de gGAPDH en 
porcentaje. El valor final representado gráficamente es la media junto a la desviación estándar de la expresión 






3.7.3. Cuantificación de proteínas purificadas. 
La concentración de las fracciones de proteína recombinante purificada fue determinada mediante 
espectroscopía de absorción UV a 280 nm en un espectrofotómetro DU
® 
530 (Beckman Coulter, Brea, Estados 
Unidos). Conociendo el coeficiente de extinción molar y el peso molecular de cada proteína y aplicando la ley de 




    
     
     
 
 
C, concentración en mg/ml; A, absorbancia (valores entre 0.1-1 UA); Mw, peso molecular de la proteína purificada (g/mol);  ε, coeficiente de 
extinción molar (L x mol-1 x cm-1); l, paso óptico de cubeta (1 cm). 
 
 
3.7.4. Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 
Los extractos proteicos y las fracciones de proteína purificada fueron resueltos mediante SDS-PAGE en 
sistema de tampón discontinuo (Laemmli, 1970) con el gel concentrante en la parte superior al 6% de 
poliacrilamida y el gel separador en la parte inferior al 10 o al 15% (BioRad).  
Tras calentar la muestra a 95 ºC durante 5 min en tampón de carga en condiciones desnaturalizantes (TrisHCl 
0,3 M a pH 6,8, azul de bromofenol 0,0001% [p/v], glicerol al 15% [v/v], SDS al 6% [p/v], ditiotreitol (DTT) al 5% 
[p/v]), la electroforesis se realizó en tampón de electroforesis en condiciones desnaturalizantes (Tris-HCl 25 mM, 
glicina 192 mM, SDS al 0,1% [p/v]) en una célula de MiniProtean
®
 II (BioRad) a 90 V durante 30 min y a 
continuación a 120 V durante 2 horas. Se utilizó un marcador de pesos moleculares preteñido, PageRuler Plus 
Prestained (Thermo Fisher Scientific). Las proteínas separadas se tiñeron con el colorante Coomassie Brilliant 
Blue (USB, Cleveland, Estados Unidos). Para la visualización de las proteínas, el exceso de colorante se eliminó 
incubando el gel teñido durante 10 min con solución de desteñido (ácido acético 3.7% [p/v], metanol 10% en agua 
bidestilada). 
 
3.7.5. Electroforesis en condiciones nativas (Novex
®
 NativePAGE). 




 (Thermo Fisher Scientific). Las muestras en tampón de carga en condiciones nativas (Tris-HCl 25 
mM, glicina 192 mM) se analizaron en geles prefabricados NativePAGE™ Novex® 3-12% Bis-Tris, de 1 mm de 
grosor. La electroforesis se llevó a cabo en tampón NativePAGE Running Buffer (1X) durante 115 min a 150 V en 
una célula XCell SureLock
®
 Mini-Cell a 4 ºC. Se utilizó el marcador de pesos moleculares no teñido NativeMark
TM
 






3.7.6. Electroforesis bidimensional (2DE). 
El análisis de los extractos proteicos purificados por inmunoprecipitación (ver sección 3.9.) fueron resueltos 
mediante 2DE, que se llevó a cabo en el Servicio de Proteómica del Centro de Investigaciones Biológicas (CSIC).  
En primer lugar, las proteínas fueron separadas en función de su punto isoeléctrico (pI) en tiras de gel de 
isoelectroenfoque (IEF) ReadyStrip IPG (BioRad) de 7 cm, con pH comprendido entre 3 y 10 (no lineal) y usando 
una célula Protean® IEF (BioRad) siguiendo las indicaciones del fabricante. Las muestras precipitadas y 
resuspendidas en tampón de rehidratación para SDS-PAGE (ver sección 3.4.1.) fueron añadidas a las tiras de IEF, 
por rehidratación activa con la muestra diluida hasta 140 μl en tampón de carga  para IEF (urea 7 M, tiourea 2 M, 
CHAPS al 4 % [p/v], azul de bromofenol al 0,0003 % [p/v]) que contenía DTT 18,2 mM y solución de anfolitos 
100X Bio-Lyte 3-10 Ampholyte al 0,5 % (BioRad), a 50 V y 20 ºC durante 16 h. Cada extremo de los geles se situó 
bajo un electrodo y fue cubierto con aceite mineral (Biotechnology grade) (BioRad). Posteriormente, se aplicaron 
secuencialmente los siguientes pasos de IEF: 250 V/1 h, 500 V/1 h, 1.000 V/1 h y 2.000 V/1 h, todos ellos con 
pendiente rápida; posteriormente lineal a 8.000 V/1 h., 8.000 V con pendiente rápida hasta alcanzar en ese paso 
3.500 V/h., y 200 V hasta superar como mínimo los 10.000 V/h. totales en todos los casos. Todos los pasos se 
realizaron a 20 ºC, y el límite de intensidad máxima fue de 50 A/gel. A continuación, las tiras fueron equilibradas 
en 2 ml de tampón de equilibrado para geles 2D (Tris-HCl 50 mM pH = 8,8, urea 6 M, SDS al 2 % [p/v], glicerol al 
30% [v/v] y DTT 52 mM) durante 15 min y posteriormente en 2 ml del mismo tampón que contenía yodoacetamida 
130 mM otros 15 min, todo ello a TA. Finalmente, se lavó 5-10 min cada tira con 2 ml de tampón de electroforesis 
(Tris-HCl 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0,1% [p/v]).  
Las proteínas se separaron en función de su tamaño por SDS-PAGE con una concentración constante de 
acrilamida del 12 % (p/v) en una célula Miniprotean Dodecacell (BioRad). Los minigeles se prepararon el día 
anterior y se conservaron a 4 ºC antes de usarlos. Como marcador de masa molecular se empleó Precision Plus 
Protein
TM
 Standards Stained (BioRad). Las tiras equilibradas se depositaron sobre los geles y se realizó la 
electroforesis a una potencia de 0,5 W/gel los primeros 30 min y posteriormente 1,5 W/gel hasta que el frente de 
azul de bromofenol llegaba al borde inferior del gel (aproximadamente 1 hora y 30 min).  
A continuación los geles se incubaron durante 1 hora en solución de fijación (metanol 40% [v/v]/  ácido 
acético 10% [v/v]) en agitación suave. Se desechó la disolución de fijación y se añadió la disolución de SYPRO 
Ruby (Thermo Fisher Scientific) manteniéndola en agitación 16 h en oscuridad. Finalmente tras retirar la disolución 
de SYPRO, se añadió la solución de desteñido (metanol 10% [v/v], ácido acético 6% [v/v]) para reducir el fondo y 
se incubó durante 1 h en oscuridad. 
Las imágenes de los geles fueron obtenidas utilizando el equipo EXQuest
TM
 Spot Cutter (BioRad), y la 
identificación de los spots se realizó con el programa PDQuest
TM









3.7.7. Identificación de proteínas por espectrometría de masas (MS) MALDI-TOF/TOF. 
Los spots identificados y seleccionados con PDQuest
TM
 (BioRad) se escindieron del gel utilizando EXQuest 
Spot Cutter (BioRad). A continuación, se digirieron con tripsina y se prepararon para MS MALDI-TOF/TOF según 
un protocolo previamente descrito (Alcolea y col., 2014). Seguidamente, se depositó una gota de 0,8 μl de los 
péptidos de cada spot resuspendidos en una placa OptiTOF (Thermo Fisher Scientific) junto con una gota de 0,8 μl 
de una solución de ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (Sigma-Aldrich). La mezcla de dejó secar a TA y a 
continuación se analizaron en un espectrofotómetro de masas ABI 4800 MALDI-TOF/TOF (Thermo Fisher 
Scientific) en modo reflector positivo a 25 kV para MS y 1 kV para MS/MS. Los espectros se prepararon con el 
software ABI 4000 Series Explorer v. 3.6 (ThermoFisher Scientific). Las huellas peptídicas y los espectros de 
fragmentación se analizaron utilizando el programa MASCOT v. 2.1 con el servidor Global Protein Explorer v. 4.9 
(Thermo Fisher Scientific) frente a la base de datos NCBInr. 
 
3.8. Análisis de la localización subcelular de las proteínas de L. infantum. 
 
3.8.1. Inmunofluorescencia indirecta. 
Las preparaciones para inmunofluorescencia indirecta (IFI) se realizaron sedimentando 2 x 10
5
 promastigotes 
sobre un área circular de 0,2 cm
2
 en un portaobjetos. Posteriormente, se fijaron las células con una solución de 
paraformaldehido al 4% durante 5 min a TA. Los portaobjetos con la muestra fijada se lavaron tres veces con PBS 
en una jarra Coplin durante 5 min. Las células se permeabilizaron durante 5 min con Triton X-100 al 0,5% en PBS 
y se realizaron tres lavados más en PBS. A continuación, se incubaron las células con solución de bloqueo (Tween 
20 0,1% y leche desnatada 5% en PBS) a 37 ºC y en una cámara húmeda. Tras eliminar el exceso de solución de 
bloqueo, se incubaron las preparaciones con el anticuerpo primario (anti-LiTAT purificado por afinidad) a una 
dilución 1:50 en la misma solución de bloqueo y se hicieron de nuevo tres lavados de 5 min con PBS 1X. Tras el 
último lavado se incubaron los portaobjetos durante 1 h a TA y en oscuridad con el anticuerpo secundario de cabra 
(anti-IgG de conejo conjugado con el fluoróforo Alex- 488) a una dilución 1:200 en solución de bloqueo. En los 
últimos 10 min de la incubación con el anticuerpo secundario, se añadieron 10 μl de una disolución de 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific) a 10 μg/ml en PBS. Finalmente, se hicieron cuatro lavados 
con PBS en oscuridad y se realizó el montaje con Mowiol
®
4-88 (Sigma-Aldrich). En paralelo se llevaron a cabo los 
controles negativos omitiendo la incubación con el anticuerpo primario. Para la detección de fluorescencia se 
utilizó un microscopio laser confocal espectral Leica TCS-SP5-AOBS en el Servicio de Microscopía Confocal del 
Centro de Investigaciones Biológicas (Madrid, España) a 630X. Los parámetros de intensidad del láser y de 
ganancia se ajustaron a cero con el control negativo (suero preinmune). 
 
3.8.2. Extracción fraccionada de proteínas de L. infantum con digitonina. 
Para el análisis de la localización subcelular mediante un gradiente fraccionado con digitonina, se siguió un 
procedimiento previamente descrito para L. infantum (Hide y col., 2008). En primer lugar, se centrifugaron 2 x 10
8
 
promastigotes de L. infantum a 2.000g durante 10 min y se lavaron tres veces con PBS. El sedimento obtenido se 
resuspendió en 1,25 ml de tampón THB (Trypanosome Homogenization Buffer) compuesto por Tris–HCl 25 mM 
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pH 7,8, EDTA 1 mM, sacarosa 0,6 M, ditiotreitol (DTT) 1 mM, y un comprimido del cocktail de inhibidores de 
proteasas (Roche). Se lisaron las células por sonicación durante 10 s y se determinó la concentración de proteínas 
mediante el método de Bradford siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma-Aldrich). A continuación, se 
prepararon ocho alícuotas con la suspensión de células a las que se añadieron concentraciónes crecientes de 
digitonina (0, 0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 5 y 10 mg de digitonina/mg de proteína total) en un volumen final de 250 μl 
por alícuota. Las mezclas resultantes se incubaron durante 2 min a 37 ºC y posteriormente se centrifugaron a 
20.800g durante 10 min a 4 ºC. De cada alícuota se recuperaró el sobrenadante y el precipitado. Éste último fue 
resuspendido en 250 μl de tampón THB. Tanto los sobrenadantes como los sedimentos resuspendidos se 
precipitaron con ácido tricloroacético y se volvieron a resuspender en agua milliQ. La concentración de proteína de 
cada uno de los sobrenadantes y de los sedimentos fue nuevamente cuantificada por el método de Bradford. 
 
3.9. Inmunoprecipitación de LiTAT en extractos de promastigotes. 
Para el ensayo de inmunoprecipitación en condiciones nativas se utilizaron extractos de promastigotes de L. 
infantum en fase logarítmica temprana. Para ello, se centrifugaron 1 x 10
9
 promastigotes a 1.500 g durante 10 min y 
se lavaron tres veces con PBS. A continuación, los promastigotes se incubaron durante 1 h a 4 ºC y con agitación 
rotacional con 1 ml de tampón de lisis no desnaturalizante  (Tris-HCl 25 mM a pH 8,0, NaCl 100 mM, glicerol 
10%, Nonidet P-40 0,5% (Sigma), MgCl2 5 mM, DTT 1 mM y un comprimido de cocktail de inhibidores de 
proteasas (Roche) (Dey y col., 2010). A continuación, se centrifugó el lisado a 12.000 g y 4 ºC durante 10 min y se 
recuperó el sobrenadante con los lisados celulares. 
Los extractos totales de proteína se preaclaron añadiendo 50 μl de suero preinmune (apartado 3.6.1.) y se 
incubaron en hielo durante 1 h. Posteriormente, se incubó la mezcla durante 30 min a 4 ºC y con agitación suave, 
con 100 μl de esferas de SepharoseTM unidas a proteína A (Sigma-Aldrich) previamente hidratadas en una solución 
de PBS 1X y lavadas dos veces con 100 μl del tampón de lisis no desnaturalizante. A continuación, se centrifugó la 
mezcla a 14.000 g  y 4 ºC durante 10 min y se recuperó el sobrenadante con los extractos proteicos preaclarados, 
los cuales se conservaron a 4 ºC. 
Por otro lado se realizó el entrecruzamiento de la proteína A, unida a las esferas de Sepharose
TM
, con el 
anticuerpo policlonal purificado según se indica en el apartado 3.6. y con el suero preinmune. En primer lugar se 
prepararon dos soluciones de anticuerpos, una utilizando 1 μg del policlonal purificado por afinidad y otra usando 5 
μl del suero preinmune. Ambas se diluyeron en 100 μl de tampón de dilución (0.1% de BSA [p/v] en PBS 10X) y 
se mezclaron en proporción 1:1 con una solución de esferas de Sepharose
TM
 unidas a proteína A. Las dos mezclas 
se incubaron por agitación suave a 4 ºC durante 1 h, tras lo cual se centrifugaron a 1.000 g y se descartó el 
sobrenadante. A continuación, las esferas se lavaron primero con 100 μl de tampón de dilución durante 5 min a 4 
ºC con agitación suave y a continuación con 100 μl de PBS 1X a 4 ºC.  
Para evitar la liberación de las inmunoglobulinas de la proteína A, se entrecruzaron con un agente bifuncional, 
el dimetil-pimelimidato (DMP) (Sigma-Aldrich) siguiendo un procedimiento de intercalación previamente descrito 
con ligeras modificaciones (Chernukhin y Klenova, 2000) que se resume a continuación. Se preparó una disolución 
de 13 mg/ml de DMP en agua milliQ y se mezcló por agitación vigorosa en proporción 1:1 con solución de lavado 
(trietanolamina 0.2 M en PBS). Dicha mezcla se incubó 30 min a TA con agitación suave por rotación y, a 
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continuación se incubaron las esferas con 100 μl de solución de lavado 5 min en rotación. El procedimiento de 
intercalación se repitió dos veces más de modo idéntico y tras el último paso de lavado, los grupos funcionales del 
DMP no unidos se inactivaron incubando las esferas con 100 μl de tampón de inactivación (etanolamina 50 mM en 
PBS) durante 5 min a TA por agitación. Este paso de inactivación se repitió una vez más y, a continuación, se 
lavaron las esferas con 100 μl de PBS 10X. Aquellas inmunoglobulinas no unidas de forma covalente a la proteína 
A por el agente intercalante, se eliminaron incubando las esferas de Sepharose
TM
 con 100 μl de una solución de 
glicina 1M pH 3,0 durante 10 min a TA en rotación. Este último paso se repitió una vez más y finalmente, las 
esferas se lavaron tres veces con 100 μl del tampón de lisis no desnaturalizante. 
Los extractos proteicos preaclarados se añadieron a las esferas de Sepharose
TM
 con proteína A e 
inmunoglobulinas unidas de forma covalente y se incubaron a 4 ºC durante 16 h en rotación. Esto permitió el 
reconocimiento específico de los antígenos por las inmunoglobulinas inmovilizadas en las esferas. La mezcla se 
centrifugó a 1.000 g durante 10 min  y se recuperó el sedimento con las esferas. A continuación, se añadió una 
solución con glicina 0,1 M pH 3,0 y se incubó durante 5 min a 4 ºC en rotación. Finalmente, la mezcla se 
centrifugó a 1.000 g recuperándose el sobrenadante. Este paso se repitió dos veces más y los sobrenadantes 
obtenidos se mezclaron y se almacenaron a -80 ºC para su análisis posterior por 2DE (apartado 3.7.6.) y por 
MALDI-TOF/TOF (apartado 3.7.7.). 
 
3.10. Ensayos de actividad. 
 
3.10.1. Transaminación de tirosina in situ 
Para el cálculo de las tasas de transaminación de la tirosina en extractos totales de L. infantum, se aislaron 2 x 
10
8
 promastigotes en fases logarítmica temprana (día 1), logarítmica tardía (día 3) y estacionaria (día 6) desde un 
cultivo iniciado a 2 x 10
6
 células /ml. Las células fueron lavadas tres veces con PBS y se lisaron utilizando un 
tampón de lisis en el que se conserva la actividad enzimática de las proteínas (TrisHCl 50 mM pH 7,4, EDTA 2 
mM, triton X-100 0,2% [v/v]) (Schadewaldt y Adelmeyer, 1996). La concentración de proteínas en los extractos se 
cuantificó por el método de Bradford a partir de una recta de calibrado obtenida por regresión lineal de las medidas 
de A595nm de diluciones seriadas de BSA. La actividad tirosina aminotransferasa se evaluó a partir de 100 μg de 
proteína total utilizando como sustratos tirosina y piruvato, y se ensayó según se ha descrito previamente en un 
ensayo colorimétrico midiendo la conversión de pHPP en p-hidroxibenzaldehido a 331 nm en un espectrofotómetro 
DU
® 
530 y por aplicación de la LLB (apartado 3.7.3.) sin la adición de dietil tiocarbamato sódico (Diamondstone, 
1966). Una unidad de actividad enzimática se define, en este caso, como la cantidad de tirosina aminotransferasa 
que cataliza la formación de 1 μmol de pHPP por minuto. En cada experimento se llevaron a cabo cuatro réplicas 
biológico-técnicas. 
 
3.10.2. Deshidrogenación de pHPP in situ. 
La determinación de la tasa de deshidrogenación de pHPP se realizó siguiendo un protocolo previamente 
descrito (Montemartini y col., 1994b) con pequeñas modificaciones, usando pHPP comercial (Sigma-Aldrich). El 
descenso en la absorbancia a 340 nm se midió durante los primeros 5 min de la reacción en un espectrofotómetro 
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Cary4000 (Agilent) a 27 ºC. Se aislaron promastigotes en fase logarítmica temprana, logarítmica tardía y 
estacionaria y se lisaron en el tampón indicado en el apartado anterior (TrisHCl 50 mM a pH 7,4, EDTA 2 mM, 
triton X-100 0,2%). La cuantificación de proteínas se hizo tal y como se ha indicado en el apartado anterior, si bien 
en este caso se usaron 200 μg de proteína total por ensayo. Una unidad de actividad enzimática se define, en este 
caso, como la cantidad de deshidrogenasa que cataliza la formación de 1 μmol de pHPL por minuto. El valor final 
obtenido es la media de cuatro réplicas biológico-técnicas independientes. 
 
3.10.3. Análisis de la actividad enzimática de LiTAT recombinante. 
Para el análisis de la actividad enzimática específica de LiTAT y LiTAT_Tr se utilizó en todos los casos la 
misma fracción de proteína purificada cuantificada según se describe en la sección 3.7.3.  
La actividad de LiTAT se calculó a partir de las medidas espectrofotométricas obtenidas en un equipo 
Cary4000 a 331 nm según el método de Diamondstone sin la adición de dietil tiocarbamato sódico (Diamondstone, 
1966). Una unidad de actividad enzimática se define como la cantidad de proteína LiTAT que cataliza la formación 
de 1 μmol de pHPP por minuto. Se llevaron a cabo cuatro réplicas técnicas de cada experimento. 
 
3.10.4. Análisis de la actividad enzimática de deshidrogenación con enzimas recombinantes. 
La actividad enzimática de las distintas deshidrogenasas estudiadas en el presente estudio fue analizada 
siguiendo un ensayo espectrofotométrico previamente descrito (Montemartini y col., 1994b). Las proteínas se 
cuantificaron tal y comos e describe en la sección 3.7.3. Se llevaron a cabo cuatro réplicas técnicas de cada 
experimento. 
 
3.11. Calorimetría diferencial de barrido (DSF). 
Las muestras para el análisis de la estabilidad térmica de las proteínas se prepararon en placas de 96 pocillos. 
En un volumen final de 10 µl se preparó la mezcla de reacción con una concentración final de proteína de 50 mM 
en el tampón adecuado para el ensayo (TrisHCl 20 mM pH 8,0, NaCl 0,5 M, PLP 4 Μm, Sypro Orange 40X). A la 
mezcla de reacción se añadió SYPRO Orange 1X (Sigma-Aldrich). El ensayo se llevó a cabo en un termociclador 
para PCR en tiempo real  iQ5 (BioRad) en el Servicio de Proteómica del Centro de Investigaciones Biológicas 
(Madrid, España). Para el ensayo se utilizó una rampa de temperatura de 1 ºC en un intervalo de temperaturas entre 
25 y 95 ºC.  
 
3.12. Resolución de la estructura de LiTAT mediante cristalografía de rayos X. 
 
3.12.1. Condiciones de cristalización y de difracción. 
Las proteínas LiTAT y LiTAT_Tr fueron purificadas por cromatografía de afinidad seguida de exclusión 
molecular y los ensayos para determinar las condiciones de cristalización se hicieron a una concentración de 21,0 y 
21,3 respectivamente mg/ml en tampón SEC (Zhang y col., 2011). Se comprobó por densitometría que la pureza de 
las proteínas LiTAT y LiTAT_Tr era superior al 95%. 
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Los ensayos de cristalización se llevaron a cabo en el laboratorio Emerald Biostructures (Bainbridge Island, 
Washington, Estados Unidos) utilizando las matrices dispersas JCSG+, MCSG1 (Emerald Bio), Morpheus y PACT 
(Molecular Dimensions) según la técnica de difusión de vapor en gota sentada (sitting drop). En resumen, se 
diluyeron gotas de 0,4 μl con la solución de proteína en el mismo volumen de la solución precipitante y se 
equilibraron frente a 80 μl de dicha solución en placas de 96 pocillos Compact Junior (Rigaku Reagents, Estados 
Unidos). Los cristales de LiTAT_Tr obtenidos con la condición de la matriz Morpheus B11 (10% polietilenglicol 
4.000, 20% glicerol, 30 mM NaF, 30 mM NaBr, 30 mM NaI, 100 mM Bicine/Tris–HCl pH 8,5) fueron vitrificados 
sumergiéndolos en nitrógeno líquido y se mantuvieron criopreservados. Los datos de difracción de rayos X se 
obtuvieron en la estación LS-CAT (Life Sciences Collaborative Access Team, Estados Unidos)  21 ID-F de la 
fuente de radiación sincrotrón de rayos X Advanced Photon Source (Argonne National Laboratory, Lemont, 
Illinois, Estados Unidos) a una temperatura de -173 ºC y utilizando un detector Rayonix MX-225. Los datos de 
difracción se redujeron con el programa XDS suite (Kabsch, 2010) hasta 2,35 Å de resolución. 
 
3.12.2. Determinación de la estructura de LiTAT. 
La resolución de la estructura de LiTAT se llevó a cabo por reemplazamiento molecular utilizando como 
modelo la estructura de TAT de T. cruzi (PDB: 1BW0) (Blankenfeldt y col., 1999) con el programa Phaser del 
servidor CCP4 (http://www.ccp4.ac.uk) (McCoy y col., 2007). Las fases de reemplazamiento molecular se 
mejoraron a través de dos ciclos de promediado molecular NCS (Non-crystallographic symmetry) con el software 
Parrot del servidor CCP4 (Cowtan, 2010). Posteriormente, se elaboró un modelo inicial utilizando el software 
Buccaneer (Cowtan, 2006). La estructura final se obtuvo tras numerosos ciclos iterativos de refinamiento con el 
programa Phenix.refine (Adams y col., 2010) y modelado manual con el software Coot (Emsley y col., 2010). El 
límite de resolución para el mejor modelo fue de I/σ (I) > 2, siendo I la media de las intensidades y σ la desviación 
estándar del grupo de reflexiones utilizadas. La validación de la estructura final se realizó con el software 
Molprobity (http://www.molprobity.biochem.duke.edu) (Chen y col., 2010). Los valores de Rmerge y Rwork fueron 
calculados con las ecuaciones. El factor Rfree fue calculado con la misma ecuación usando el 20% de las 
reflexiones que fueron omitidas del refinamiento. 
 
Ecuación 4.  
       
                   
         
  
Rmerge, factor de acuerdo entre las múltiples medidas obtenidas durante la difracción; Ii (h), intensidad de simetría o de reflexión;  I(h) , 
Intensidad de una única reflexión. 
 
Ecuación 5.  
      
                    
          
  





Los factores estructurales y las coordenadas de la estructura se depositaron en la base de datos PDB con el 
código 4IX8 (http://www.rcsb.org/pdb/explore.do?structureId=4IX8). 
 
3.13. Modelado de la estructura de LiMalDC. 
La estructura de LiMalDC se modeló utilizando el programa informático CPH Models v. 3.2 disponible en el 
servidor www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/ (Nielsen y col., 2010) y utilizando como modelo la estructura de la 
enzima málica humana (PDB: 2AW5) con un 40% de identidad de secuencia. Para validar el modelo obtenido se 
analizaron las interacciones atómicas de la estructura con el programa Errat v. 2.0 disponible en el servidor 
services.mbi.ucla.edu/ERRAT/ (Colovos y Yeates, 1993) y las posiciones de los ángulos Ψ y Φ con el gráfico de 
Ramachandran obtenido analizando el modelo con el servidor mordred.bioc.cam.ac.uk/rapper/rampage.php (Lovell 
y col., 2003). 
 
3.14. Simulaciones por acoplamiento molecular in silico. 
Los estudios de acoplamiento molecular in silico se derarrollaron en el departamento de bioinformática del 
Centro de Investigaciones Biológicas (Madrid, España) con la ayuda del Dr. Mario García Lacoba. 
Los complejos de LiTAT con los distintos estados de transición (aldimina externa formada por la tirosina 
unida al PLP y el PMP en forma libre y con los distintos oxoácidos unidos) fueron obtenidos por acoplamiento 
molecular in silico, utilizando el software Discovery Studio 4.9 (Accelrys Software Inc., San Diego, Estados 
Unidos) y utilizando el algoritmo CDocker (Wu y col., 2003). Las moléculas utilizadas en los ensayos se 
prepararon a partir de la estructura de los compuestos en formato SMILES y utilizando la herramienta Smi2Depict 
(Chen y col., 2007).  La predicción de las disposiciones y conformaciones adoptadas por los complejos formado 
por el modelo de LiMalDC con los distintos ligandos, generados con la herramienta Smi2Depict, se obtuvieron del 
mismo modo con el algoritmo CDocker.  
 
3.15. Evaluación de la protección conferida por LiTAT frente a la infección experimental por L. infantum.  
 
3.15.1. Diseño experimental. 
Se consideraron tres grupos de ratones: grupo control negativo (no inmunizados ni infectados), grupo control 
positivo (infectados y no inmunizados) y grupo experimental (inmunizados con LiTAT e infectados). Se 
administraron por vía subcutánea cuatro dosis de 10 μg de proteína, una cada dos semanas (Figura 11). 
Transcurridas cuatro semanas desde la última inoculación de LiTAT, los ratones de los grupos control positivo y 
experimental se infectaron cada uno con 10
4
 promastigotes de L. infantum en fase estacionaria por vía intravenosa. 
Los animales se sacrificaron a los dos meses tras la infección por dislocación cervical e inmediatamente se extrajo 





Figura 11. Cronograma del experimento de inmunización de ratones con LiTAT frente a la infección experimental con L. infantum. 






3.15.2. Evaluación de la carga parasitaria mediante PCR cuantitiva (qPCR). 
El análisis de la carga parasitaria en el bazo se realizó mediante qPCR utilizando el método de las sondas 
TaqMan
®
 para la cuantificación del ADN del parásito (Francino y col., 2006). Para ello, en una placa de 384 
pocillos se prepararon cuatro diluciones seriadas 1:5 por triplicado a partir de una concentración de 20 ng/μl de 
ADN de bazo de ratón, aislado según se describe en el apartado 3.3.1.3. La mezcla de reacción de cada pocillo 
tenía un volumen final de 10 μl y constaba de los siguientes componentes: 5 μl TaqMan Fast Universal PCR 
Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific), 0,5 μl de mezcla oligonucleótidos específicos, 2,5 μl de agua libre de 
ARNasas (Ambion RT-PCR Grade Water - Thermo Fisher Scientific) y 2 μl de ADN a una concentración conocida. 
Los oligonucleótidos utilizados para amplificar el ADN de una región de 120 pb conservada en los minicírculos del 
parásito, considerándose como el gen de interés (GOI) fueron: Leish-1 5'-AACTTTTCTGGTCCTCCGGGTAG-3'; 
Leish-2 5'-ACCCCCAGTTTCCCGCC-3'. La sonda prediseñada TaqMan
®
 de ARN 18S (Thermo Fisher Scientific) 
se usó como control para normalizar la cantidad del ADN durante el análisis de la carga parasitaria (ver más abajo). 
La amplificación por qPCR se realizó en un sistema 7900HT Fast Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, 
Estados Unidos) en la Unidad de Genómica del Parque Científico, en la Facultad de Ciencias Biológicas de la 
Universidad Complutense de Madrid. 
La cuantificación de la carga parasitaria normalizada (Qn) se realizó mediante el método ∆Ct (cycle threshold) 
corregido con la eficiencia y normalizando los resultados obtenidos frente al gen de referencia (GOR). 
Los valores de Ct obtenidos por qPCR se extrapolaron por regresión lineal y se calcularon las medias 
aritméticas de las réplicas de cada dilución y su desviación estándar. Por otro lado también se calculó el coeficiente 
de variación CV según la ecuación 6. Se eliminaron aquellos puntos cuyo CV era superior al 20%. 
 
Ecuación 6. 
CV (%) = (SDdilución/Ct medio dilución) x 10 
 
CV, coeficiente de variación; SD, desviación estándar; Ct, cycle threshold. 
 
A continuación se calculó la eficacia de amplificación de forma independiente para cada muestra biológica a 
partir de los datos de las correspondientes réplicas técnicas y las diluciones seriadas. Dicha eficacia se calculó 
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Q, cantidad de ADN; Ct, cycle threshold. 
 
Finalmente, los valores de cantidad normalizada (Qn) se obtuvieron al dividir los valores de Q del gen de 




SDQn = Qn · [(SDGOI/QGOI)
2





SDQn, desviación estándar de la cantidad de ADN; Qn, cantidad de ADN normalizada; SDGOI, desviación estándar de la cantidad de ADN del 
gen de interés; QGOI, cantidad de ADN del gen de interés; SDGOI, desviación estándar de la cantidad de ADN del gen de referencia; QGOR, 
cantidad de ADN del gen de referencia. 
 
Para contrastar si existían o no diferencias significativas entre el grupo inmunizado y el grupo control positivo 
se aplicó el test de muestras independientes, U de Mann-Whitney (contraste no paramétrico) de dos colas (two-
tailed), que asume como hipótesis nula la igualdad de las medianas. Los estadísticos se calcularon utilizando el 
servidor http://www.socscistatistics.com/tests/mannwhitney/Default2.aspx para evaluar la significación estadística 
de los datos. Los datos de Qn de cada grupo se muestran en un gráfico de cajas y bigotes obtenido con el software 































































4.1. Estudio de la secuencia de LiTAT, clonaje y purificación. 
4.1.1. Análisis de la secuencia de LiTAT. 
La secuenciación del genoma de L. infantum (Peacock y col., 2007) permitió la identificación del único gen 
codificante de la proteína LiTAT anotado en la base de datos GeneDB (Logan-Klumper y col., 2011) con el 
identificador Lin.J36.2490. Este gen consta de 1.347 pb y codifica para una proteína cuyo peso molecular teórico es 
de 49,7 kDa. El punto de unión del splice leader al ARN policistrónico se encuentra 211 nucleótidos corriente 
arriba del codón AUG iniciador de la traducción (NCBI, Sequence Read Archive, Id. ERX490118). 
El tránscrito de LiTAT en fase logarítmica temprana está entre el 5% con mayor abundancia relativa de todo 
el transcriptoma de L. infantum (expresada como la mediana del número de lecturas por ARNm) (base de datos 
NCBI – GEO  GSM1176999) (Martin y col., 2014).  
El alineamiento de la secuencia de aminoácidos de LiTAT con las correspondientes secuencias ortólogas de 
otros tripanosomátidos indica que la proteína está muy conservada dentro del género Leishmania (>80% de 
identidad de secuencia) (Figura 12), pero no ocurre lo mismo con la secuencia del ortólogo T. cruzi (la identidad de 
secuencia es inferior al 45%).  
En las especies del género Leishmania, existe un único gen anotado como TAT en la base de datos GeneDB. 
Sin embargo, en el genoma de T. cruzi hay anotados 12 genes de TAT con distintas secuencias (Anexo I). Para 
realizar el alineamiento con LiTAT, de las 12 copias existentes en T. cruzi, se seleccionó aquella que se encontraba 
en el locus correspondiente a LiTAT en el genoma de T. cruzi CL Brener y que se ha estudiado más en profundidad 
(TcCLB.510187.50). En el genoma de T. brucei no existen genes anotados como tirosina aminotransferasa. Para 
identificar posibles homólogos de LiTAT en esta especie, se realizó un alineamiento del gen Lin.J36.2490 frente al 
genoma completo de T. brucei cepa TREU 927. De este modo se confirmó la ausencia de secuencias en T. brucei 
homólogas a LiTAT, habiendo un gap en el locus correspondiente en T. brucei. 
En el gen codificante de la proteína LiTAT, existe un extremo N-terminal de 39 aminoácidos cuya secuencia 
está muy conservada en el género Leishmania pero que no se encuentra en el ortólogo de T. cruzi. Además, este 
dominio presenta un elevado porcentaje de residuos de Ser y Thr susceptibles de ser fosforilados. Todas las 
secuencias de tirosina aminotransferasas alineadas tienen un residuo Lys catalítico, esencial para la unión covalente 
a la coenzima PLP (Lys286 en LiTAT) (Figuras 12 y 13). En Leishmania los residuos encargados de la 
estabilización de la coenzima y la unión de sustratos previamente descritos (Sobrado y col., 2003) están 
mayoritariamente conservados. Los únicos residuos no conservados en tripanosomátidos que participan en la 
estabilización del PLP son la Ile222 y la Phe379 de LiTAT, sustituidos en Trypanosoma por Thr y Tyr 
respectivamente. Además, en Leishmania no se encuentran los residuos próximos al extremo N-terminal que 
participan en el reconocimiento y el posicionamiento de los sustratos en el centro activo en  la TAT de T. cruzi y en 
su lugar están sustituídos por Gln55 y Asn58 en LiTAT. La Arg423 que se ha propuesto como responsable del 





















































Figura 12. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de las proteínas anotadas como tirosina aminotransferasa en 
distintas especies de la familia Trypanosomatidae. El sombreado en azul indica el grado de conservación entre las secuencias alineadas (a 
mayor intensidad de azul mayor es el grado de conservación). Bajo el alineamiento múltiple de secuencias, se muestra la secuencia consenso. 
El residuo de lisina que participa en la unión covalente con la coenzima PLP en todas las aminotransferasas se destaca en rojo. En verde  se 
indican los residuos que participan en la estabilización de la coenzima. Los aminoácidos implicados en la unión y especificidad del enzima 
por los sustratos α-oxoácidos se señalan en amarillo. 
 
Al comparar la secuencia de aminoácidos de LiTAT con las tirosina aminotransferasas de mamíferos o el de 
otros organismos modelo (Caenorhabditis elegans y Arabidopsis thaliana), el porcentaje de identidad de secuencia 
es inferior al 50%, aunque los residuos que participan en la estabilización de la coenzima se conservan (Figura 13). 
Además las TAT de mamíferos también presentan un extremo N-terminal con una extensión similar al extremo 
























































Figura 13. Alineamiento múltiple de las secuencias de aminoácidos de la proteína LiTAT frente a sus ortólogos en Homo sapiens, 
Mus musculus, Caenorhabditis elegans y Arabidopsis thaliana. El sombreado en azul indica el grado de conservación entre las secuencias 
alineadas (a mayor intensidad de azul mayor es el grado de conservación). El residuo de lisina que participa en la unión covalente con la 
coenzima PLP en todas las aminotransferasas se destaca en rojo. En verde se señalan los residuos descritos que participan en la estabilización 
del coenzima. Los aminoácidos implicados en la unión y especificidad del enzima por los sustratos α-oxoácidos se señalan en amarillo. 
 
4.1.2. Clonaje, expresión y purificación de LiTAT en condiciones nativas. 
El estudio de la proteína con y sin el extremo N-terminal de 38 aminoácidos específico del género 
Leishmania (ver apartado 4.1.1.) resultaba interesante para poder identificar la posible función de dicho extremo 
(ver apartado 4.2.3.). Por tanto, la secuencia del gen LinJ36.2490 fue clonada completa (1347 pb) (LiTAT) y 
truncada sin los primeros 114 nucleótidos (1233 pb) (LiTAT_Tr) en el vector de expresión pRSET-A, incluyendo 
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la secuencia codificante de seis histidinas en el extremo 5’ de la secuencia del gen en cuestión (extremo N-terminal 
de la proteína codificada). A continuación, se llevó a cabo la expresión en células de la estirpe BL21 de E. coli. 
Tras la inducción de la expresión, según las condiciones descritas previamente (apartado 3.5.3.1.), se observó en 
ambos casos la aparición de una banda coincidente con el peso molecular esperado de las proteínas recombinantes 
LiTAT (53.7 kDa) y LiTAT_Tr (49.7 kDa) (Figura 14). La fracción mayoritaria de ambas se encontraba en forma 
insoluble. Sin embargo, se observó cantidad suficiente de proteína soluble como para ser purificada en condiciones 
nativas. Ambas proteínas recombinantes se purificaron por cromatografía de afinidad en columna Ni-NTA 
inmovilizada en lecho de agarosa y cromatografía de exclusión molecular secuencialmente siguiendo el 
procedimiento especificado anteriormente (apartado 3.5.3.2.).  
 
Figura 14. Expresión y purificación de LiTAT (A) y LiTAT_Tr (B) analizada por SDS-PAGE y tinción con azul de Coomassie. Mw: 
marcador de pesos moleculares; NI: control no inducido; I: control inducido; SN: extractos proteicos correspondientes a la fracción soluble 
tras la lisis celular; FT: fracción de proteínas no unidas a la columna con níquel; LiTAT Ni y LiTAT_Tr Ni: proteínas purificadas por 
cromatografía de afinidad con níquel; LiTAT EM y LiTAT_Tr EM: proteínas purificadas por cromatografía de exclusión molecular a partir 
de la fracciones resultantes de las purificaciones por cromatografía de afinidad. 
 
El rendimiento final fue de 4,3 mg de proteína purificada/L de cultivo en el caso de LiTAT y de 5,1 mg de 
proteína purificada/L de cultivo en el caso de LiTAT_Tr. 
La evaluación de las posibles formas oligoméricas de las proteínas LiTAT y LiTAT_Tr purificadas y en 
solución se llevó a cabo por dos métodos. Por un lado, mediante el cálculo del coeficiente de distribución (Kav) a 
partir del volumen de elución (Ve) de las proteínas nativas obtenido durante la purificación por cromatografía de 
exclusión molecular (apartado 3.5.4.), y por otro lado, mediante la estimación de la movilidad electroforética en gel 
de poliacrilamida en condiciones nativas (apartado 3.4.5.). 
La columna de cromatografía de exclusión molecular fue calibrada con cinco patrones de distintos pesos 
moleculares con Kav conocido (Figura 15A). Los cromatogramas correspondientes a las proteínas purificadas son 
muy similares, con un pico mayoritario cuyo Ve es de 140 ml aproximadamente (Figuras 15B y 15C). La Kav 
calculada para esta fracción mayoritaria en la purificación de LiTAT es 0,1095, y el  peso molecular estimado por 
cromatografía de exclusión molecular (Mr) de 115,6 kDa. Los datos de LiTAT_Tr son Kav = 0,136 y Mr = 100,4 
kDa. En ambos casos el Mr es aproximadamente dos veces el Mw teórico (53,7 kDa para LiTAT y 49,7 kDa para 
LiTAT_Tr). Por lo tanto, la fracción mayoritaria representa la forma dimérica en ambos cromatogramas. Además 





Figura 15 Análisis de las formas oligoméricas en solución de LiTAT y LiTAT_Tr en solución mediante la estimación de la movilidad 
electroforética. En azul se indica la absorción a 280 nm y en rojo la conductividad. (A) Curva de calibración: obtenida calculando el 
coeficiente de distribución (Kav) y el log del peso molecular de cinco proteínas estándar: Apr: aprotinina C: conalbúmina, CA: anhidrasa 
carbónica, O: ovoalbúmina, R: ribonucleasa. (B) y (C) cromatogramas correspondientes a las purificaciones por exclusión molecular de 
LiTAT y LiTAT_Tr respectivamente, a partir de las fracciones obtenidas de las purificaciones por cromatografía de afinidad. Se indica el 
peso molecular estimado (Mr) para cada oligómero.  
 
Para identificar las fracciones correspondientes a las proteínas de interés en la cromatografía de exclusión 
molecular, se analizaron mediante electroforesis en condiciones nativas dos fracciones de la purificación de LiTAT 
correspondientes a los picos de Mr = 115,6 kDa y Mr = 214 kDa y dos fracciones de la purificación de LiTAT_Tr 
de los picos de Mr = 100,4 kDa y Mr = 214 kDa. Como se aprecia en la Figura 16, se identificaron dos moléculas 
mayoritarias en las fracciones con Mr = 100,4 kDa y Mr = 115,6 kDa, una dimérica la cual resultó ser mayoritaria, 
y otra correspondiente al monómero resultante de la desdimerización. También se comprobó que las fracciones con 
un Mr = 214 kDa no se correspondía con ningún oligómero de LiTAT o LiTAT_Tr ya que no se detectó ninguna 
señal por Western blot con el anticuerpo anti-6xHis (Anexo II). Por lo tanto, se descartaron estas fracciones, no 
considerándose como formas oligoméricas de LiTAT_Tr 
Mr 214 KDa 





Figura 16. Análisis de las formas oligoméricas en solución de LiTAT y LiTAT_Tr por electroforesis en condiciones nativas y tinción 
por Coomassie. Análisis por PAGE 3-12% en condiciones nativas de las fracciones resultantes de la purificación por exclusión molecular de 




4.1.3. Estabilidad de LiTAT y LiTAT_Tr en función de la temperatura. 
 
Para evaluar el posible efecto que podía tener la ausencia del extremo N-terminal en la estabilidad de la 
proteína nativa se calculó la temperatura de desnaturalización de LiTAT y LiTAT_Tr mediante DSF (apartado 
3.7.5.). Ésta resultó ser aproximadamente de 61 ºC en ambos casos (Figura 17). Por tanto, aparentemente la 




Figura 17. Temperatura de desnaturalización (Tm) de LiTAT (A) y de LiTAT_Tr (B) calculada mediante DSF. Se realizaron 3 






















































































4.2. Expresión y regulación de LiTAT en el ciclo biológico de L. infantum. 
 
4.2.1. Expresión de TAT en promastigotes. 
La expresión de LiTAT en las distintas fases del ciclo biológico de L. infantum se evaluó en extractos de 
proteínas del parásito mediante Western blot utilizando un anticuerpo policlonal frente a la secuencia completa de 
LiTAT. Se analizó la expresión relativa de LiTAT estimada según se ha descrito en el apartado 3.4.2., en las 
distintas fases de crecimiento de los cultivos realizados: fase logarítmica temprana (día 1), fase logarítmica media 
(día 2), fase logarítmica tardía (día 3) y fase estacionaria (día 4). Como se puede ver en la figura 18A, con las 
condiciones ensayadas, sólo se pudo detectar expresión de LiTAT en promastigotes en fase logarítmica temprana. 
A partir de la fase logarítmica media, LiTAT es indetectable. 
El anticuerpo policlonal frente a LiTAT presenta reactividad cruzada frente a la proteína ortóloga de L. 
donovani. A diferencia de lo que sucede en L. infantum, la expresión de TAT en promastigotes en cultivo de L. 
donovani se mantiene en las distintas fases de crecimiento aunque existe una disminución en los niveles de 
expresión conforme aumenta la densidad celular del cultivo (Figura 18B). Además, en fase logarítmica temprana la 













Figura 18. Expresión relativa de LiTAT en promastigotes de L. infantum y L. donovani  en cultivo. (A) Curva de crecimiento medio de 
los promastigotes de L. infantum y análisis por Western blot de la expresión de LiTAT en las distintas fases de la curva crecimiento. (B) 
Curva de crecimiento medio de los promastigotes de L. donovani y análisis por Western blot de la expresión de TAT en las distintas fases de 
la curva crecimiento. Log-temprana: fase logarítmica temprana (día 1); Log-media: fase logarítmica media (día 2); Log-tardía: fase 
logarítmica tardía (día 3); Estacionaria: fase estacionaria (día 4). Se utilizaron como anticuerpos primarios, los policlonales anti-LiTAT 
(dilución 1:2.000) y anti-gGAPDH (dilución 1:10.000). Los niveles de expresión de LiTAT fueron normalizados frente a la expresión 
















































































































































4.2.2. Expresión de LiTAT en las formas infectivas de L. infantum. 
Se analizó la expresión de la proteína LiTAT en promastigotes metacíclicos de L. infantum aislados de 
cultivo y en amastigotes axénicos e intracelulares. 
La separación de los promastigotes procíclicos y metacíclicos se realizó a partir de un cultivo de 
promastigotes en fase estacionaria por dos métodos diferentes previamente descritos. En primer lugar se aislaron los 
promastigotes más infectivos o metacíclicos mediante aglutinación con PNA (apartado 3.2.3.3.). Los promastigotes 
no aglutinantes (PNA
-
) constituían alrededor del 1% de la población total en fase estacionaria. Los niveles de 
expresión de LiTAT en esta subpoblación son superiores a los observados en la subpoblación PNA
+
 (Figura 19B). 
No obstante, en ambos casos la expresión de LiTAT es muy inferior a la detectada previamente en promastigotes en 
fase logarítmica-temprana (Figura 18). El segundo método para la separación de los promastigotes metacíclicos, fue 
utilizando un gradiente de densidad de Percoll
®
 (90-45-25%) (apartado 3.2.3.3.). El perfil de expresión de LiTAT 
en este caso es similar al mostrado en la separación con PNA, habiendo una mayor expresión de la proteína en la 
subpoblación metacíclica de promastigotes (promastigotes aislados de la interfase 45% - 95%), aunque menor a la 
detectada en fase logarítmica temprana. 
A continuación se analizó la expresión de LiTAT en el estadío amastigote. Por un lado se cultivaron 
amastigotes axénicos a partir de un cultivo de promastigotes en fase estacionaria mediante un método previamente 
descrito (apartado 3.2.3.1.). Por otro lado, se estudió la expresión de la proteína LiTAT en amastigotes 
intracelulares aislados a partir de células U937 e infectadas in vitro (apartado 3.2.3.2.). Como se puede ver en la 
Figura 19, aunque existe expresión en ambos casos, ésta es muy superior en los amastigotes axénicos. 
Por otro lado, se analizó la expresión de LiTAT en promastigotes de un aislado de perro de L. infantum 
(chagasi)  resistente y de otro sensible a NO (apartado 3.1.2.). En este caso, en fase logarítmica temprana (día 1) la 







Figura 19. Expresión de LiTAT en las formas infectivas de L. infantum. (A) Curva de crecimiento medio de los promastigotes de L. 
infantum. A partir de promastigotes en fase estacionaria, indicada con una flecha roja (día 4), se aislaron los promastigotes metacíclicos  y se 
subcultivaron los amastigotes intracelulares y axénicos. (B) Análisis por Western blot de la expresión de LiTAT en promastigotes 
metacíclicos aislados por aglutinación con PNA y gradiente de Percoll® (90-45-25%). (C) Análisis por Western blot de la expresión de 
LiTAT en amastigotes intracelulares aislados de células U-937 infectadas (Ama) y amastigotes axénicos (AxaAma). Los niveles de 
expresión de LiTAT fueron normalizados frente a la expresión constitutiva del control de carga gGAPDH. En los histogramas se representan 
la media ± SD de la expresión normalizada de LiTAT de tres réplicas biológicas independientes. 
 
 
Figura 20. Análisis de la expresión de LiTAT en promastigotes de L. infantum (chagasi) resistentes a óxido nítrico (NO). (A) Curva de 
crecimiento medio de los promastigotes de L. chagasi. (B) Se analizó la expresión de LiTAT por Western blot en la fase logarítmica 
temprana a día 1 (flecha roja en A). NOS: Cepa sensible a NO; NOR: Cepa resistente a NO. Los niveles de expresión de LiTAT fueron 
normalizados frente a la expresión constitutiva del control de carga gGAPDH. En los diagramas de barras se representan la media ± SD de la 























































































































































































4.2.3. Función del extremo N-terminal en la degradación de la proteína LiTAT. 
La deleción del extremo N-terminal de 38 aminoácidos y 4,3 kDa de LiTAT no conlleva cambios en la 
actividad enzimática de la proteína como se indica más adelante (apartados 4.4.1. y 4.4.2.). Asimismo, éste no 
participa en la dimerización de la proteína o en la estabilidad (apartado 4.1.2.). Por ello, se evaluó la posible 
implicación de dicho fragmento en la regulación de la expresión de LiTAT mediante la generación de dos líneas 
knock-in de LiTAT y LiTAT_Tr utilizando el vector pIR de sobre-expresión en tripanosomátidos (pIR-LiTAT y 
pIR-LiTAT_Tr) mediante su selección con nourseotricina. La DL50 de los promastigotes de L. infantum wild-type 
con nourseotricina calculada fue de 78,97 μg/ml (Anexo III).  
El crecimiento de los promastigotes, subcultivados en medio completo a partir de un cultivo en fase 
estacionaria, no se ve afectado por la sobre-expresión de LiTAT o de LiTAT_Tr y las fases de crecimiento 
logarítmica media y estacionaria se alcanzan de manera similar a como sucede en los cultivos control (Figura 21A). 
Se obtuvieron extractos proteicos cada 24 horas desde el inicio de la curva de crecimiento y se cuantificó por 
Western blot la expresión normalizada de LiTAT en cada línea celular (Figura 21B). En fase logarítmica temprana 
(día 1) los promastigotes de las líneas knock-in sobre-expresan LiTAT y LiTAT_Tr aproximadamente tres y cuatro 
veces más respectivamente con respecto a la línea de promastigotes control, transfectada únicamente con el vector 
pIR. En fase logarítmica-media (día 2), no se detectó LiTAT en promastigotes control, mientras que en los 
promastigotes de la línea pIR-LiTAT, la expresión normalizada se reducía a la mitad aproximadamente. Por otro 
lado, en el caso de pIR-LiTAT_Tr aunque existía una disminución de la expresión, esta era menor que la observada 
en la línea pIR-LiTAT. En fase logarítmica tardía (día 3), no se pudo detectar expresión de LiTAT en 
promastigotes de las líneas pIR y pIR-LiTAT. Sin embargo, en esta fase de crecimiento, los promastigotes de la 
línea LiTAT_Tr seguían expresando la proteína truncada aunque nuevamente disminuía su expresión. Una vez 
alcanzada la fase estacionaria, mientras que en las líneas pIR y pIR-LiTAT seguía sin observarse expresión de 
LiTAT, en la línea pIR-LiTAT_Tr existía una disminución diaria del 20% en el nivel de expresión relativa hasta 
que se alcanzaba la fase de la muerte celular (día 8).  
Por tanto, la deleción del extremo N-terminal de LiTAT evita parcialmente la degradación de la proteína a lo 




Figura 21. Niveles de expresión de LiTAT y LiTAT_Tr en la curva de crecimiento de promastigotes de líneas transfectantes estables 
de sobre-expresión de ambas proteínas. (A) Curva de crecimiento de promastigotes de L. infantum transfectados con el vector (pIR) (en 
gris) y de las líneas celulares knock-in pIR-LiTAT (en azul) y pIR-LiTAT_Tr (en rojo). N es la densidad celular media de las tres replicas 
biológicas del experimento. (B) Perfil de expresión de LiTAT y LiTAT_Tr analizado por Western blot a lo largo de la curva de crecimiento. 
Los niveles de expresión de LiTAT y LiTAT_Tr fueron normalizados frente a la expresión constitutiva del control de carga gGAPDH. En los 




4.2.4. Expresión de LiTAT en presencia de MG-132. 
Para estudiar si la degradación de LiTAT que se inicia en la fase logarítmica está mediada por el proteasoma, 
los cultivos de promastigotes se trataron con el inhibidor de la subunidad 26S del proteasoma  Z-Leu-Leu-Leu-
CHO (MG-132 ) (Listovsky y col., 2011, Perez-Pertejo y col., 2011) y se comparó la expresión del enzima con un 
cultivo control de promastigotes a las 24, 48 y 72 horas. 
 A las 48 h de cultivo el crecimiento de los promastigotes de L. infantum es dos veces inferior en presencia de 
MG-132. A partir de entonces se inicia la fase de muerte celular por toxicidad del inhibidor (Figura 22A). Por ello, 
se estimó la expresión normalizada de LiTAT hasta las 48 h. Mientras que a las 4 h de incubación con MG-132, la 
expresión de LiTAT es similar en ambos cultivos, a las 24 h, la expresión de LiTAT es mayor en el cultivo tratado 
con MG-132 (Figura 22B). A las 48 h no se detecta expresión de LiTAT en los promastigotes control, mientras que 
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Figura 22. La degradación de LiTAT es sensible a la presencia del inhibidor de la subunidad 26S del proteasoma MG-132. (A) Curva 
de crecimiento medio de promastigotes control y tratados con el inhibidor del proteasoma MG-132. (B) Análisis por Western blot de la 
expresión normalizada de LiTAT en extractos totales de proteína de promastigotes de L. infantum. Los niveles de expresión de LiTAT fueron 
normalizados frente a la expresión constitutiva del control de carga gGAPDH. Cada valor representa la media ± SD de tres réplicas 
biológicas independientes. 
 
4.2.5. Influencia del suero bovino fetal (SBF) en la expresión de LiTAT en promastigotes de L. infantum en 
cultivo axénico. 
4.2.5.1. Efecto de la suplementación con suero en la expresión de LiTAT.  
A partir de un cultivo de  promastigotes de L. infantum en fase estacionaria (día 6), en el cual no se detectaba 
LiTAT, se iniciaron nuevos cultivos con medio completo en los que se evaluó la expresión de LiTAT durante las 
primeras horas (Figura 23). 
LiTAT se empieza a expresar a partir de las 2 h tras el inicio del cultivo y el nivel máximo de expresión se 
observaba entre las 4 y la 8 h. A partir de entonces, su expresión decae hasta no ser detectable a día 2.  
A día 6 (en fase estacionaria), el medio de cultivo se suplementó con un 10% adicional de suero (SBF) y se 
evaluó el efecto que tenía esto sobre los parámetros de densidad celular en el cultivo y expresión normalizada de 
LiTAT. Por un lado se observó que a las 24 h desde la adición del SBF se producía un aumento aproximado del 
50% en la densidad celular. A partir de entonces ésta disminuía alcanzándose a las 96 h los valores previos a la 
adición del suero. Por otro lado, transcurrida 1 h desde la suplementación con SBF en fase estacionaria, se volvía a 
detectar expresión de LiTAT. Además, y de modo similar a lo observado en el inicio del cultivo, la máxima 
expresión de LiTAT se alcanzaba a las 4 h aproximadamente aunque con mayores niveles de expresión. 
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observando siendo prácticamente indetectable a las 48 h (Figura 23B). En resumen, partiendo de un preinóculo en 
fase estacionaria, tanto el medio completo fresco como la adición de suero en fase estacionaria inducen la expresión 
de LiTAT.  
Figura 23. Efecto de la suplementación con SBF en la expresión de LiTAT. (A) Curva de crecimiento. N es la densidad celular media de 
las tres replicas biológicas del experimento. A día 6 se añadió un 10% adicional de SBF (indicado con una flecha roja). (B). Análisis por 
Western blot de la expresión normalizada de LiTAT. Los niveles de expresión de LiTAT fueron normalizados frente a la expresión 




4.2.5.2. Efecto de la supresión del suero del medio de cultivo de promastigotes en la expresión de LiTAT. 
Teniendo en cuenta lo anterior, el inicio de la expresión de LiTAT es dependiente de la presencia de suero en 
el medio de cultivo. Por ello, se evaluó la expresión de LiTAT en ausencia de SBF considerándose dos tipos de 
preinóculos diferentes para el inicio de los cultivos (Figuras 24 y 25). En el primer caso se utilizó como preinóculo 
un cultivo que se encontraba en fase logarítmica temprana (día 1) y en el que se había comprobado mediante 
Western blot que existía expresión de LiTAT (Figura 24A). En el segundo caso el preinóculo utilizado era un 
cultivo en fase estacionaria (día 6 en este caso) en el que no se había detectado expresión de LiTAT (Figura 25A). 
En ambas situaciones, en ausencia de suero en los cultivos, no se observó crecimiento de promastigotes. 
Al subcultivar promastigotes en fase logarítmica temprana en medio RPMI sin SBF, la expresión de LiTAT, 
era muy alta y se mantuvo a lo largo de seis días (Figura 24B). Al añadir SBF al 10% en el día 6, la densidad 
celular aumentó de forma exponencial iniciando el cultivo la fase logarítmica de crecimiento (Figura 24A) y, por 
otro lado, se observó una disminución de la expresión de LiTAT a partir de la primera hora hasta la desaparición 
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Figura 24. Perfil de expresión de LiTAT en ausencia de SBF en promastigotes subcultivados a partir de un cultivo en fase 
logarítmica temprana. (A) Curva de crecimiento medio de promastigotes de L. infantum en medio RPMI sin SBF, subcultivado a partir de 
un cultivo en medio completo en fase logarítmica temprana en el que LiTAT se expresa. Transcurridos seis días desde el inicio del cultivo en 
ausencia de suero, este añadió en un 10% a los cultivos (indicado con una flecha roja). N es la densidad celular media de las tres replicas 
biológicas del experimento. (B) Análisis por Western blot de la expresión de LiTAT en los promastigotes subcultivados en medio sin suero a 
partir de un cultivo en fase logarítmica temprana. Los niveles de expresión de LiTAT fueron normalizados frente a la expresión constitutiva 
del control de carga gGAPDH. En los histogramas se representa la media y la SD de los datos de tres réplicas biológicas. 
 
Los promastigotes obtenidos de un cultivo en fase estacionaria y subcultivados en medio sin SBF, no eran 
capaces de expresar LiTAT (Figura 25B). Como en el caso anterior, tras seis días desde el inicio del cultivo, este se 
suplementó con un 10% de SBF y a las 24 h desde dicha adición, se comprobó que existía un aumento en el 
crecimiento de los promastigotes como en el caso anterior (Figura 25A) y nuevamente se detectó expresión de la 
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Por tanto se puede concluir que al no añadir el suero en un nuevo medio de cultivo, no se observan cambios en 
la expresión de LiTAT. Además, la adición de SBF al cultivo de promastigotes sin suero induce tanto el inicio de la 









Figura 25. Perfil de expresión de LiTAT en ausencia de SBF en promastigotes subcultivados a partir de un cultivo en fase 
estacionaria. (A) Curva de crecimiento medio de promastigotes de L. infantum en medio RPMI sin SBF, subcultivado a partir de un cultivo 
en medio completo en fase estacionaria en el que LiTAT no se expresa. Transcurridos seis días desde el inicio del cultivo en ausencia de 
suero, se añadió un 10% de este a los cultivos (indicado con una flecha roja). N es la densidad celular media de las tres replicas biológicas 
del experimento. (B) Análisis por Western blot de la expresión de LiTAT en los promastigotes subcultivados en medio sin suero a partir de 
un cultivo en fase estacionaria. Los niveles de expresión de LiTAT fueron normalizados frente a la expresión constitutiva del control de 
carga gGAPDH. En los histogramas se representa la media y la SD de los datos de tres réplicas biológicas. 
 
4.2.6. Estudio del efecto de la deleción de nutrientes del medio de cultivo sobre la expresión de LiTAT. 
Como se ha descrito en el apartado anterior, el SBF inicia tanto el crecimiento de los promastigotes en cultivo 
como la expresión de la proteína LiTAT. Por tanto, con el objetivo de estudiar cuál/es de los componentes 
presentes en el suero se necesita/n para iniciar la expresión de la proteína LiTAT se iniciaron nuevos cultivos con 
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En primer lugar, para averiguar la masa molecular de la/s molécula/s necesaria/s para el inicio de la expresión 
de LiTAT, se filtró el SBF en función del dicha masa y se obtuvieron tres sueros modificados: Suero 1, en el que se 
habían eliminado los componentes con una masa molecular superior a 100 kDa; Suero 2, sin aquellas moléculas 
con una masa molecular superior a 30 kDa; y Suero 3, en el que se habían eliminado los componentes de masa 
molecular superior a 10 kDa. Por otra parte, se eliminaron los componentes termolábiles del SBF mediante 
calentamiento a 95 ºC (Suero 4), con el objetivo de estudiar el crecimiento y la expresión relativa de LiTAT sin 
dichos factores. 
La eliminación de los componentes del suero de más de 30 kDa (Sueros 1 y 2) no afectó al crecimiento de los 
promastigotes en cultivo (Figura 26A). Por otro lado, al eliminar las macromoléculas de más de 10 kDa, sí se 
observó una disminución del crecimiento normal. Sin embargo, en ningún caso es necesaria la presencia de 
componentes con un peso molecular mayor de 10 kDa para la expresión de LiTAT, dado que su expresión a las 24 
h se mantiene a pesar de la eliminación de estas moléculas. En todos los casos la expresión normalizada de LiTAT 
a las 48 h es inferior, a la que existe a las 24 h (Figura 26B). Por otro lado, al eliminar los compuestos termolábiles 
del SBF, el crecimiento de los promastigotes se reduce considerablemente y, aunque la expresión de LiTAT se 
mantiene, esta se encuentra muy reducida (Figura 26B). 
Teniendo en cuenta lo anterior, el nutriente o los nutrientes necesario/s para iniciar la expresión de LiTAT 
tenía/n que ser termolábiles parcialmente y/o tener una masa molecular inferior a 10 kDa. Por tanto, se evaluó el 
efecto que podía tener la ausencia de algunos nutrientes que cumplían ambas condiciones o al menos una de las 
dos. Dado que el SBF es un medio complejo sin una composición definida de cada uno de los nutrientes necesarios 
para el cultivo de Leishmania, se utilizó un medio sin suero previamente descrito para el crecimiento de 
promastigotes y con concentración definida de cada uno de los componentes (Complete Defined 
Medium/Leishmania Promastigotes o CDM/LP) (Merlen y col., 1999) que permite cultivar promastigotes 
controlando qué nutrientes se incluyen en el medio de cultivo. La tabla con todos los nutrientes analizados y el 
perfil de expresión de LiTAT en ausencia de los mismos individualmente se encuentra en el Anexo IV. En primer 
lugar, se comprobó que el perfil de expresión de LiTAT en promastigotes en cultivo con todos los nutrientes 
descritos en el medio CDM/LP, y durante las primeras 48 h de cultivo, era similar al observado con el medio 
completo con SBF (Figura 26). Sin embargo, como se puede observar en la figura 26B, al no incluir hemina en el 
medio CDM/LP (medio CDM/LP [-Hemina]), la expresión de LiTAT era prácticamente indetectable y no se 
observaba crecimiento de los promastigotes en cultivo. En ausencia del resto de nutrientes analizados, la expresión 
de LiTAT era similar a la observada en promastigotes cultivados con medio completo, por lo que no son necesarios 
para iniciar la expresión de la proteína (Anexo IV). Por tanto, el hierro en su forma biodisponible como hemina, es 





Figura 26. Evaluación de la expresión de LiTAT y del crecimiento de promastigotes al modificar la composición de nutrientes y otros 
factores del medio de cultivo (A) Curvas de crecimiento medias de los promastigotes de L. infantum en cultivo con los siguientes medios 
modificados: medio completo; Suero 1, medio de cultivo con 10% de SBF sin componentes de masa molecular mayor  a 100 kDa; Suero 2, 
medio de cultivo con 10% de SBF sin componentes con Mw>30 kDa; Suero 3, Medio de cultivo con 10% de SBF sin macromoléculas con 
Mw>10 kDa; Suero 4, medio de cultivo con 10% de SBF sin sustancias termolábiles; medio CDM/LP [Hemina], medio completo definido 
con hemina; medio CDM/LP [-Hemina], medio completo definido sin hemina; N es la densidad celular media. (B) Análisis por Western blot 
de la expresión de LiTAT normalizada frente a gGAPDH, en promastigotes a las 24 y a las 48 h en los medios de cultivo mencionados 
previamente. Los histogramas representan la media ± SD de la expresión relativa de LiTAT de tres réplicas biológicas independientes. 
 
4.3. Localización subcelular de LiTAT. 
 
La localización subcelular de LiTAT en promastigotes se evaluó en primer lugar mediante IFI (apartado 
3.6.5.). Según los resultados obtenidos, la localización de la proteína LiTAT en promastigotes en fase logarítmica 
temprana es probablemente citoplasmática en acúmulos, en mayor medida cercanos a la membrana citoplasmática 
y al bolsillo flagelar (Figura 27). Además, no existe co-localización con el núcleo o el kinetoplasto del parásito. En 
promastigotes en fase estacionaria no se pudo detectar señal de fluorescencia verde manteniendo los mismos 
parámetros para la toma de imágenes. En promastigotes metacíclicos, la señal fluorescente verde no está distribuida 
por todo el citoplasma sino que parece estar circunscrita a un compartimento celular que parece co-localizar con la 
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Figura 27. Análisis por IFI de la localización subcelular de LiTAT en promastigotes. DIC: Contraste interdiferencial. El anticuerpo 
primario anti-LiTAT se utilizó a una dilución 1:50. El anticuerpo secundario, conjugado al fluorocromo de emisión en verde Alexa488, se 
utilizó a una dilución 1:200. La fluorescencia azul corresponde al ADN celular (núcleo y kinetoplasto) marcado con DAPI. Las imágenes de 




Para confirmar la localización citoplasmática de LiTAT en promastigotes en fase logarítmica temprana, se 
realizó un gradiente con concentraciones crecientes de digitonina. Con este procedimiento se espera que las 
proteínas citosólicas se solubilicen con concentraciones bajas de digitonina, mientras que las proteínas 
compartimentalizadas requieren altas concentraciones del mismo para su completa solubilización. En este caso se 
comparó el patrón de solubilización con digitonina de LiTAT con el de la proteína glicosomal, gGAPDH. Como se 
observa en la Figura 28, la concentración de digitonina necesaria para solubilizar aproximadamente el 75% de la 
proteína gGAPDH (10 mg de digitonina/mg de proteína total) es 100 veces superior a la concentración necesaria 




Figura 28. Análisis del patrón de solubilidad de LiTAT utilizando un gradiente de digitonina en promastigotes de L. infantum. (A) 
Análisis por Western blot del patrón de solubilización de LiTAT con digitonina. (B) Análisis por Western blot del patrón de solubilización 
con digitonina de la proteína compartimentalizada utilizada como control, gGAPDH. 
 
4.4. Estudios de actividad enzimática. 
 
4.4.1. Actividad enzimática específica de LiTAT y LiTAT_Tr frente a distintos oxoácidos. 
La purificación en condiciones nativas (apartado 4.1.2.) permitió obtener una fracción homogénea con la que 
se desarrollaron los ensayos de actividad con cuatro α-oxoácidos distintos. La especificidad entre ambas proteínas 
recombinantes frente a los α-oxoácidos ensayados es muy similar (Tabla 6). Utilizando tirosina como aminoácido 
donador, ambas enzimas mostraron la mayor AEE utilizando piruvato. Ninguna de las dos proteínas recombinantes 
mostró actividad con los α-oxoácidos dicarboxílicos, α-cetoglutarato y oxalacetato, sin embargo sí que son capaces 




Tabla 6. Actividad enzimática específica de transaminación de LiTAT y LiTAT_Tr con distintos sustratos oxoácidos y con tirosina. 
Las medidas finales son el resultado de la media de cuatro ensayos independientes. 
 








Tirosina Piruvato 75 ± 6,9 82,3 ± 1,8 
 α-cetoglutarato 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,2 
 Oxalacetato 0,1 ± 0,0 0,1 ± 0,0 
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4.4.2. Actividad enzimática específica de LiTAT en función del pH. 
Para calcular el pH óptimo de transaminación de la tirosina se utilizó como co-sustrato el piruvato ya que con 
éste se obtenían los valores más altos de transaminación (Figura 29). En el rango de pH 6,5 – 10,5, la tasa de 




Figura 29. Estabilidad de LiTAT en disolución en función del pH. Tasa de transaminación relativa de LiTAT utilizando tirosina y 
piruvato como sustratos. La actividad de transaminación de LiTAT calculada con cada pH analizado, se dividió entre la actividad máxima de 
transaminación obtenida a pH 9,0, obteniéndose el valor de la tasa de transaminación relativa. La medida final en cada punto de la curva 
corresponde a la media de tres réplicas técnicas independientes. 
 
4.5. Estudio de la ruta metabólica en la que participa LiTAT. 
 
4.5.1. Actividad tirosina aminotransferasa en promastigotes de L. infantum. 
Para el estudio de la capacidad de transaminación de la tirosina en las distintas fases de crecimiento de los 
promastigotes de L. infantum, se iniciaron cultivos a partir de un preinóculo en fase estacionaria y se recogieron 
muestras de proteína en fase logarítmica temprana (día 1), fase logarítmica media (día 3) y fase estacionaria (día 6).  
La actividad enzimática específica de transaminación se analizó según el método descrito en el apartado 3.7.1. 
Como se observa en la Tabla 7, la tasa de transaminación entre el piruvato y la tirosina varía en las distintas fases 
de crecimiento de los promastigotes. La AEE de transaminación entre estos dos sustratos aumenta cinco veces 
aproximadamente al entrar en fase logarítmica media desde la fase logarítmica temprana y, una vez en fase 
estacionaria, dicha tasa de transaminación es diez veces superior a la inicial. 
Como se ha explicado anteriormente, el producto resultante de la transaminación de la tirosina, el pHPP, es 
posteriormente reducido por una o varias deshidrogenasas no identificadas en una reacción dependiente de 
NAD(P)H. La actividad deshidrogenasa de pHPP en promastigotes de L. infantum se evaluó en las distintas fases 
de crecimiento en cultivo. En este caso no existen diferencias en la tasa de deshidrogenación del pHPP a pHPL 
entre las fases logarítmica temprana y logarítmica media. Sin embargo, dicha tasa de transaminación es dos veces 





















































































Tabla 7. Tasas de transaminación de tirosina y deshidrogenación de pHPP en distintas fases de crecimiento del cultivo de 
promastigotes de L. infantum. Las medidas finales son el resultado de la media aritmética de cuatro ensayos independientes utilizando 100 
μg de extractos proteicos de promastigotes por ensayo. 
 
Fase de crecimiento de 
los promastigotes 
AEE de transaminación de 
tirosina a pHPP (U·mg
-1
) 
AEE de deshidrogenación de 
pHPP a pHPL (U·mg
-1
)  
Logarítmica temprana 3,6 x
 
± 0,9 (x 10
-3
) 8,2 x ± 1,2 (x 10
-3
) 
Logarítmica media 17,9 x
 
± 3,4 (x 10
-3





± 6,6 (x 10
-3






4.5.2. Detección del producto final del catabolismo de L. infantum. 
Con el objetivo de identificar la localización del producto final del catabolismo de la tirosina en L. infantum 
(pHPL), se aisló la fase orgánica del sobrenadante de un cultivo axénico de promastigotes en fase estacionaria y se 
comparó su perfil cromatográfico (Figura 30) con el del pHPL estándar y el de la fase orgánica extraída del medio 
completo empleado en el cultivo de promastigotes (control negativo). Entre la mezcla de productos que aparecen en 
el perfil cromatográfico correspondiente al cultivo en fase estacionaria, destaca uno cuyo tiempo de elución (Te = 
10,7 min) es similar al tiempo de elución del estándar de pHPL (Te = 11,14 min). Esta fracción se aisló, se 
derivatizó y se analizó mediante GC-MS. El espectro de masas del pico mayoritario obtenido tras la separación por 
GC (Te = 13,7 min), se comparó con el espectro de masas del estándar de pHPL resultando ambos idénticos.  
De esta manera se confirmó la presencia de pHPL en el sobrendante de un cultivo de promastigotes en fase 
estacionaria. La concentración final de pHPL en el medio de cultivo fue estimada por integración del área bajo la 
curva del pico en el perfil cromatográfico (utilizando el software Agilent ChemStation) y posterior extrapolación a 






















Figura 30. Detección del producto final del catabolismo de la tirosina en L. infantum (pHPL) en el sobrenadante de un cultivo en fase 
estacionaria de promastigotes. Los extractos obtenidos a partir de la fase orgánica del sobrenadante de un cultivo de promastigotes se 
analizaron por HPLC. El pico señalado con la flecha roja cuyo Te (10,7 min) era similar al del estándar (11,14 min) y no se observó en el 
control negativo se purificó por GC y la fracción observada en el cromatograma y señalada con una flecha roja cuyo Te era de 13,7 se 
analizó por MS. El espectro de masas de dicha fracción se comparó con el del estándar. 
 
4.5.3. Identificación de proteínas que interaccionan con LiTAT mediante inmunoprecipitación. 
Para identificar aquellas proteínas que podrían estar interaccionando con LiTAT y por tanto podrían ser 
susceptibles de estar involucradas en la ruta metabólica en la que participa esta enzima, se inmunoprecipitó dicha 
proteína en condiciones nativas. Para ello, se incubaron extractos proteicos de promastigotes de L. infantum en fase 
logarítmica temprana, ya que LiTAT se expresa principalmente en esta fase de crecimiento, con el anticuerpo 
policlonal anti-LiTAT purificado mediante cromatografía de afinidad (Anexo VI). Como control se utilizó el suero 
pre-inmune siguiendo el mismo procedimiento. Las proteínas inmovilizadas por el complejo anticuerpo-proteína A 
fueron eluidas en distintas fracciones. Aquellas fracciones en las que se identificó la presencia de LiTAT mediante 
Western blot fueron analizadas por 2DE (3.4.6.). Utilizando el software PDQuest se seleccionaron aquellos spots 
presentes en el gel con las proteínas reconocidas por el anticuerpo anti-LiTAT (Figura 31A), y ausentes en el gel 
con las proteínas reconocidas por el suero preinmune (Figura 31B). Estos spots fueron seleccionadas para la 
identificación de las proteínas por MALDI-TOF/TOF y, siguiendo simultáneamente el mismo procedimiento, se 
analizó, el área del gel control (suero policlonal) superpuesta a dichos puntos para asegurar que no había proteínas 
en ese área. El ensayo se repitió y se volvieron a identificar por MALDI-TOF/TOF aquéllas proteínas reconocidas 
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el primer ensayo, siete se volvieron a detectar en el segundo. Dos de estas siete correspondían a la proteína LiTAT 
con distinto pI aparente (5,6 y 5,8). El Mw (50 kDa) y el pI (5,6) de la forma mayoritaria de LiTAT calculados de 
forma empírica coinciden con los valores teóricos anotados en TriTrypDB (49,7 kDa y 5,61 respectivamente). Las 
otras cinco proteínas identificadas fueron la enzima málica (LinJ.24.0780), el factor de elongación 1-alfa 
(LinJ.17.0090), la arginil-tRNA sintetasa (LinJ.27.1230), una proteína-fosfatasa 2C (LinJ.25.0780) y una proteína 
hipotética (LinJ.14.0190) (Anexo VII). 
 
 
Figura 31. Identificación de proteínas que interactúan con LiTAT. (A) Electroforesis bidimensional de las proteínas 
inmunoprecipitadas con el suero pre-inmune y tinción con Sypro Ruby. (B) Electroforesis bidimensional con el anticuerpo policlonal 
anti-LiTAT purificado por afinidad y tinción con Sypro Ruby. Los puntos rodeados en rojo fueron identificados por MALDI TOF/TOF 
como LiTAT con distintos pI (~4.6 y ~4.8). Los puntos rodeados en verde corresponden a las proteínas inmunoprecipitadas con el anticuerpo 
anti-LiTAT en ambas réplicas del ensayo: enzima málica (LinJ.24.0780), factor de elongación 1-alfa (LinJ.17.0090), arginil-tRNA sintetasa 
(LinJ.27.1230), una proteína fosfatasa 2C (LinJ.25.0780) y una proteína hipotética (LinJ.14.0190). 
 
En todas las proteínas identificadas por MALDI TOF/TOF, el Mw y el pI calculados de forma empírica 
coinciden con los valores teóricos anotados en la base de datos TriTrypDB. Una de las proteínas identificadas, la 
enzima málica, se encuentra anotada en la base de datos TriTrypDB como una oxidorreductasa, que pertenece a la 
superfamilia de las deshidrogenasas con un plegamiento de tipo Rossmann característico de unión a NAD(P)H y 
que permite la oxidorreducción de oxoácidos (SCOP number 51735). Existen dos genes parálogos de la enzima 
málica (LiMalDC) en el genoma de L. infantum (LinJ.24.0780 y LinJ.24.0790). Sin embargo, los péptidos 
identificados en el análisis por MALDI TOF/TOF correspondían exclusivamente a la proteína codificada por el gen 
LinJ.24.0780 (Anexo VII). Por ello esta proteína se caracterizó para evaluar su posible capacidad de reaccionar con 
oxoácidos aromáticos y su posible implicación en la ruta de degradación de la tirosina en L. infantum. 
 
4.5.4. Purificación de enzimas con capacidad de reducir oxoácidos aromáticos en L. infantum. 
La actividad de la proteína LiMalDC como deshidrogenasa de oxoácidos, se comparó en función del sustrato 
utilizado y del cofactor necesario con la de otras dos deshidrogenasas que habían sido propuestas previamente 
como candidatas para llevar a cabo la función de deshidrogenación de pHPP en pHPL, las proteínas Li-D2-HADH 
(Alcolea y col., 2009) y LicMDH (Leroux y col., 2006). 
Para ello las secuencias nucleotídicas completas de los genes LinJ.24.0780 (gen que codifica para la proteína 































se clonaron en el vector plasmídico pAVA0421 en células E. coli cepa DH5α. Las construcciones resultantes se 
transformaron en la cepa de expresión BL21(DE3)pLysS y se expresaron tal y como se ha descrito previamente 
(apartado 3.5.3.1.). En el caso de las proteínas LiMalDC (Figura 32) y LiD2-HADH (Figura 33A), al inducir su 
expresión se observó la aparición de una nueva banda coincidente con la suma del Mw teórico de cada proteína 
más la cola de histidinas en posición N-terminal (65 y 39 kDa respectivamente). Sin embargo, al inducir la 
expresión de LicMDH no se pudo identificar la aparición de ninguna banda a la altura esperada pero sí que existía 
una nueva banda de ~13 kDa (Figura 33B) que fue confirmada posteriormente mediante Western blot con un 
anticuerpo anti-6XHis que se trataba de una forma incompleta de la proteína recombinante (Anexo VIII). Por tanto 
para poder expresar LicMDH, se utilizaron células BL21(DE3)pLysS Rosetta
TM
 2. En este caso la inducción de la 
expresión de la proteína en esta cepa, permitió expresar la proteína recombinante con el Mw esperado (36 kDa).  
Al expresar LiMalDC y LicMDH, se consiguieron purificar las proteínas recombinantes correspondientes en 
condiciones nativas dado que existía una proporción de la proteína expresada en forma soluble en el sobrenadante 
de la lisis celular. Con las condiciones de expresión utilizadas, en el caso de LiD2-HADH no se obtuvo suficiente 
cantidad suficiente de proteína soluble como para desarrollar los ensayos de actividad de la proteína. La adición del 
coenzima NADH en el medio de cultivo y en los tampones de lisis y de purificación permitió obtener suficiente 
cantidad de proteína soluble (Figura 33A). En la purificación de LiMalDC, el rendimiento obtenido de la proteína 
soluble nativa fue aproximadamente de 0,15 mg de proteína purificada/L de cultivo. En el caso de LicMDH el 
rendimiento final de purificación se estimó en torno a 6,4 mg de proteína purificada/L de cultivo y en LiD2-HADH 
fue de 2,5 mg de proteína purificada/L de cultivo. Las eluciones obtenidas de la cromatografía por afinidad 
permitieron obtener fracciones homogéneas de cada una de las proteínas con una pureza superior al 90% 
(cuantificada por densitometría en gel).   
 
 
Figura 32. Expresión y purificación de LiMalDC analizadas por SDS-PAGE y tinción con Coomassie. Mw: Marcador de pesos 
moleculares; No Inducido: extractos de proteína de E. coli cepa BL21(DE3)pLysS; Inducido (2h): extractos de proteína de E. coli cepa 
BL21(DE3)pLysS inducidos con IPTG durante 2 h para expresar la proteína LiMalDC; Sobrenadante: fracción de proteínas solubles 
resultantes de la lisis de las células inducidas con IPTG; No unido: proteínas solubles no unidas por afinidad a la columna con níquel; 















Figura 33. (A) Expresión y purificación de LiD2-HADH analizadas por SDS-PAGE y tinción con Coomassie. Mw: marcador de pesos 
moleculares; No Inducido: extractos de proteína de E. coli cepa BL21(DE3)pLysS; Inducido (2h): extractos de proteína de E. coli cepa 
BL21(DE3)pLysS inducidos con IPTG durante 2 h para expresar la proteína LiD2-HADH; Sobrenadante sin NADH: fracción de proteínas 
solubles resultante de la lisis de las células inducidas con IPTG; Sobrenadante con NADH: fracción de proteínas solubles resultante de la lisis 
de las células inducidas con IPTG a las que se había añadido NADH 0,2 mM; No unido: proteínas solubles no unidas por afinidad a la 
columna con níquel; LiD2-HADH Ni: proteína soluble purificada por afinidad con níquel. (B) Expresión y purificación de LicMDH 
analizadas por SDS-PAGE y tinción con Coomassie. expresión de LicMDH en células E. coli cepa BL21 (DE3)pLysS a la izquierda (la 
forma incompleta mayoritaria de LicMDH se señala con una flecha) y BL21 (DE3)pLysS RosettaTM 2 (a la derecha) y purificación de la 
proteína por cromatografía de afinidad con níquel (LicMDH Ni) obtenida a partir de los extractos proteicos solubles de esta última 
(sobrenadante). Mw: marcador de pesos moleculares; No Inducido: extractos de proteína de E. coli cepa BL21(DE3)pLysS; Inducido (2h): 
extractos de proteína de E. coli inducidos con IPTG durante 2 h para expresar la proteína LicMDH; Sobrenadante: fracción de proteínas 
solubles resultantes de la lisis de las células inducidas con IPTG; No unido: proteínas solubles no unidas por afinidad a la columna con 
níquel; LicMDH Ni: proteína soluble purificada por afinidad con níquel. 
 
 
A continuación se desarrollaron los ensayos de actividad, según el procedimiento indicado previamente 
(apartado 3.7.4.). La capacidad de deshidrogenación de cuatro oxoácidos (piruvato, oxalacetato, fenilpiruvato y 
pHPP) se ensayó con cada una de las tres proteínas purificadas utilizando como cofactores tanto NADH como 
NADPH. 
La enzima LiMalDC es capaz de reducir oxoácidos utilizando como coenzima NADPH con mayor AEE 
(Tabla 8). Los sustratos que esta enzima deshidrogena preferentemente son el piruvato y el oxalacetato. Además es 
capaz de deshidrogenar pHPP y fenilpiruvato. La enzima LicMDH también presenta actividad deshidrogenasa con 
los derivados aromáticos citados. No obstante, esta enzima sólo es capaz de reducir sustratos utilizando NADH 
como cofactor y la mayor actividad enzimática tiene lugar con el piruvato seguida del oxalacetato. Por otra parte, la 
proteína LiD2-HADH no mostró actividad específica de deshidrogenación en las condiciones del ensayo y con 








































Tabla 8. Actividad enzimática específica de deshidrogenación de las enzimas LiMalDC, LicMDH y LiD2-HADH. En todos los casos, 
se indica la actividad enzimática en el sentido de reducción de los sustratos utilizados. Se proporcionan la media y la desviacion estándar de 
4 réplicas técnicas. 
 
Sustratos Cofactor  
(0.5 mM) 












Piruvato NADPH 415,3 ± 19,7 1,9 ± 0,1 0,0 
NADH 8,4 ± 1,5 516,7 ± 21,5 0,0 
Oxalacetato NADPH 267,4 ± 20,1 3,1 ± 0,2 0,0 
NADH 10,5 ± 2,9 437,6 ± 61,0 0,0 
pHPP NADPH 65,2 ± 1,8 0,0 0,0 
NADH 0,9  ± 0,3 73,4 ± 8,9 0,0 
Fenilpiruvato NADPH 74,5 ± 3,6 0,0 0,0 




4.5.5. Perfil de expresión de LiMalDC en el ciclo biológico de L. infantum.  
Se analizó la expresión de la proteína LiMalDC, con capacidad reductora de los oxoácidos aromáticos, en los 
distintos estadíos del ciclo de L. infantum mediante Western blot y utilizando un anticuerpo policlonal generado 
según se especifica en el apartado 3.6.1. 
La proteína LiMalDC se detecta en todas las fases de crecimiento del cultivo de promastigotes. Sin embargo, 
la expresión relativa de LiMalDC disminuye diariamente un 30% aproximadamente (Figura 34B). Por otro lado, la 
expresión relativa de LiMalDC en los promastigotes metacíclicos aislados por los dos métodos descritos en el 
apartado 3.2.3.3., es menor al compararla con la de los promastigotes procíclicos, aunque se detecta en ambas 





Figura 34. Perfil de expresión de LiMalDC en promastigotes de L. infantum. (A) Curva de crecimiento medio de promastigotes en 
cultivo de L. infantum. (B) Análisis por Western blot de la expresión relativa de LiMalDC en las distintas fases de la curva crecimiento de 
promastigote y en extractos totales de promastigotes procíclicos y metacíclicos aislados por selección negativa con PNA y por gradiente con 
Percoll® obtenidos a partir del cultivo en fase estacionaria (flecha roja en A). Los niveles de expresión de LiMalDC fueron normalizados 
frente a la expresión constitutiva del control de carga gGAPDH. En los histogramas se representan la media ± SD de la expresión 
normalizada de LiMalDC. 
 
En el estadío amastigote, el nivel de expresión relativo de LiMalDC es similar al observado en el estadío 
promastigote en fase estacionaria. Sin embargo, al comparar los amastigotes intracelulares con los axénicos (Figura 
35), se aprecia mayor expresión de LiMalDC (25% aproximadamente) en estos últimos.  
 
Figura 35. Expresión de LiMalDC en amastigotes intracelulares (Ama) y amastigotes axénicos (AxAma) de L. infantum. Análisis por 
Western blot de la expresión de LiMalDC en extractos proteicos. Los niveles de expresión de LiMalDC fueron normalizados frente a la 































































































































































Por otra parte, la expresion de LiMalDC en promastigotes en fase logarítmica temprana de L. infantum 
(chagasi) es ligeramente superior en la cepa resistente a altas concentraciones de NO que en la cepa sensible 
(Figura 36B). 
 
Figura 36. Análisis de la expresión de LiTAT en promastigotes de L. infantum (chagasi) resistentes a óxido nítrico (NO). (A) Curva de 
crecimiento medio de los promastigotes de L. chagasi. (B) Se analizó la expresión de LiMalDC por Western blot en la fase logarítmica 
temprana a día 1 (flecha roja en A). NOS: Cepa sensible a NO; NOR: Cepa resistente a NO. Los niveles de expresión de LiTAT fueron 
normalizados frente a la expresión constitutiva del control de carga gGAPDH. En los diagramas de barras se representan la media ± SD de la 
expresión normalizada de LiMalDC de tres réplicas biológicas independientes. 
 
 
4.5.6. Localización subcelular de LiMalDC. 
La localización subcelular de LiMalDC es citoplasmática, según lo observado mediante un ensayo por 
gradiente con digitonina utilizando como control la proteína gGAPDH (Figura 37). 
La concentración de digitonina necesaria para la solubilización del 75% de LiMalDC en el sobrenadante (SN) 
es de 0,1 mg de digitonina/mg de proteína total, mientras que para la extracción del mismo porcentaje de la 
proteína gGAPDH se necesitaron 10 veces más de concentración de detergente. A una concentración de digitonina 
de 0,1 mg/mg de proteína total se extrajo más del 60% de la proteína. Sin embargo, para solubilizar el 100% de la 
proteína LiMalDC se requiere una concentración de detergente de 5 mg/mg de proteína total, (la misma 















































































Figura 37. Análisis de la localización subcelular de LiMalDC a partir de las fracciones obtenidas de un gradiente de digitonina.  Las 




4.5.7. Modelado de la proteína LiMalDC y predicción del acoplamiento molecular de pHPP en el centro 
activo. 
La estructura de LiMALDC fue predicha utilizando como modelo la secuencia de la proteína MalDC humana 
(código PDB: 2AW5), puesto que fue seleccionada como la proteína con mayor identidad de secuencia (40%) cuya 
estructura ha sido resuelta y está registrada en la base de datos PDB. La calidad del modelo obtenido, se evaluó 
mediante los diagramas de Ramachandran (Lovell y col., 2003) y de Errat (Colovos y Yeates, 1993). En ambos 
casos, los valores obtenidos permitieron validar el modelado por homología obtenido (Anexos IX y X).  
Mediante simulación del acoplamiento molecular entre el modelo obtenido y la coenzima NADPH, se 
predijeron los residuos responsables de la interacción con NADPH incluyendo la lisina responsable de que la 
enzima reaccione mejor con NADPH que con NADH. En este caso se utilizó la estructura completa del modelo de 
LiMalDC para desarrollar los estudios de acoplamiento molecular. En el modelo obtenido, los residuos Thr340 y 
Lys356 (Figura 38A) se dirigen hacia el 2´-fosfato del NADPH. La cadena lateral de Lys363 (que se corresponde, 
según el alineamiento mostrado en la parte de arriba de la figura 38A, con la lisina encargada de la selectividad 
entre NADH y NADPH en H. sapiens) está muy alejada y orientada en sentido opuesto al grupo 2’-fosfato del 
NADPH. Sin embargo, en este caso la cadena lateral del residuo Lys356, que forma parte de una región de la 
proteína no conservada en la LiMalDC de H. sapiens (tal y como se indica en el alineamiento de secuencia en la 
parte superior de la figura 38A), sí se dispone orientada hacia el grupo 2´-fosfato del NADPH. 
 Dada la capacidad de la enzima de reaccionar con oxoácidos derivados de aminoácidos aromáticos (apartado  
4.4.1., Tabla 8), se evaluó por acoplamiento molecular la disposición que adoptan tanto el 2-oxoácido pHPP 
(Figura 38B) como el manganeso (Mn
2+
) en presencia de la coenzima NADPH. El grupo C2 del oxoácido pHPP 
está orientado hacia el átomo C4 a 4,5 Å del anillo nicotinamida del NADPH. El residuo Lys177, que ha sido 
descrito como clave en el proceso de oxidación/reducción de los oxoácidos (Tao y col., 2003), se encuentra a 5,1 Å 
del carbonilo C2 del pHPP. Por otro lado la Tyr107, que actúa como ácido con respecto a la Lys177, se sitúa a 2,2 
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Figura 38. Modelado por homología de la proteína LiMalDC y acoplamiento molecular in silico de NADPH y pHPP. (A) 
Representación de la estructura secundaria de la proteína LiMalDC modelada por homología con el coenzima NADPH unido al centro activo 
del enzima. En la parte superior de la figura se muestra un alineamiento múltiple de la secuencia de aminoácidos de LiMalDC con su 
ortólogo en H. sapiens (HsMalDC; PDB: 2AW5)  y con los residuos descritos que posibilitan la preferencia de la enzima por el NADP(H) 
frente al NAD(H) resaltados en rojo. (B). Disposición espacial adoptada por el oxoácido pHPP para ser reducido a pHPL en presencia del 
coenzima NADPH. Centro activo de deshidrogenación de LiMalDC con el pHPP orientado hacia el Mn2+. En la parte superior se muestra el 
mecanismo catalítico para la reacción de deshidrogenación del pHPP por LiMalDC propuesto en base al mecanismo catalítico general de las 
enzimas málicas. La estructura secundaria que forma el centro activo de LiMalDC en el modelo, se indica en cian en un modelo de α-hélices 
y láminas β. Los átomos de carbono, oxígeno, nitrógeno, fosfato y manganeso se muestran en un modelo de barras y esferas en verde, rojo, 
azul oscuro, naranja y marrón respectivamente.  
 
4.6. Ensayo de protección de ratones de la cepa BALB/c con LiTAT frente a la infección experimental con L. 
infantum. 
 
En el experimento de inmunización, se consideraron dos grupos control y un grupo experimental con cuatro 
ratones en cada grupo, los cuales se sacrificaron a los dos meses tras la infección con L. infantum.  En el grupo 
control negativo, los ratones no se infectaron y no se inmunizaron. En el grupo control positivo los ratones se 
infectaron sin haber sido previamente inmunizados y en el grupo experimental los ratones se había inmunizado 
previamente tal y como se describe en el apartado 3.11. 
Al sacrificar los ratones y realizar las necropsias, no se observó esplenomegalia ni hepatomegalia en los 
animales infectados. El análisis de la carga parasitaria en el bazo se realizó mediante qPCR utilizando el método de 
las sondas TaqMan
®
 para la cuantificación del ADN del parásito (apartado 3.3.5.). La cuantificación de la carga 
parasitaria normalizada (Qn) se realizó mediante el método ∆Ct corregido con la eficiencia y normalizando los 
resultados obtenidos frente al GOR (18S rRNA) (apartado 3.3.5.). Al representar los datos de Qn normalizada 
(Figura 39), el grupo control positivo (sin inmunizar) presenta valores de carga parasitaria mayores a los del grupo 
experimental (inmunizado). Por otro lado, en el grupo control negativo no se detectó ADN del parásito. Tras aplicar 
el test estadístico no parámetrico para muestras independientes de Mann-Whitney se encontró que las diferencias 





















Figura 39. Estudio de la carga parasitaria en ratones infectados inmunizados con LiTAT. Diagrama de cajas basado en cuartiles. Se 
representan el primer (25%) y el tercer cuartil (75%) con las medianas de cada grupo y los valores máximos y mínimos. CN: Grupo control 
negativo (ratones sin infectar ni inmunizar); NI grupo control positivo (ratones infectados sin inmunizar con LiTAT); I: grupo experimental 
(ratones infectados e inmunizados con LiTAT). Se representa la cantidad relativa de ADN de L. infantum normalizada respecto a ADN del 
18S RNA (Qn) obtenida mediante qPCR en tiempo real.  
 
4.7. Análisis estructural y funcional de la proteína LiTAT. 
4.7.1. Resolución de la estructura de LiTAT mediante cristalografía de rayos X. 
Las condiciones de cristalización ensayadas con las proteínas recombinantes purificadas LiTAT y LiTAT_Tr  
se llevaron a cabo en el laboratorio Emerald Biostructures (Bainbridge Island, WA, Estados Unidos) bajo la 
dirección del Dr. Peter Myler, mediante la técnica de difusión de vapor en gota sentada, que permitió el crecimiento 
de cristales hexagonales amarillos, debido al cofactor PLP unido a la apoenzima (Figura 40). Se ensayaron distintas 
condiciones para obtener cristales que proporcionaran la mejor resolución posible. Finalmente, se utilizó la 
condición B11 del sistema de cribado Morpheus para el crecimiento de cristales de ambas proteínas. La resolución 
obtenida con los cristales de la proteína LiTAT era mayor (3,0 Å) que la obtenida con los cristales de LiTAT_Tr 
(2,35 Å) y además no se observaba una estructura secundaria definida del extremo N-terminal de 38 aminoácido de 
LiTAT. Por ello se obtuvo el mapa de densidad electrónica de la estructura de LiTAT_Tr con una resolución final 
de 2,35 Å considerándose a partir de ahora como LiTAT. Los factores estructurales y las coordenadas de la 



























































Los datos de difracción y refinamiento correspondientes a la proteína LiTAT se encuentran reflejados en la 
Tabla 9. El modelo cristalográfico final de LiTAT_Tr unida a PLP tiene un factor Rwork de 17.3% (factor de 
desacuerdo entre el 80% de las observaciones experimentales) y un valor Rfree de 20.3% (factor de desacuerdo entre 
el 100% de las observaciones experimentales). El factor de acuerdo entre las múltiples medidas obtenidas durante 
la difracción (Rmerge) se encuentra en el intervalo considerado como aceptable para un modelo de calidad 
(Wlodlawer y col., 2015). Las desviaciones estándar de la medias cuadráticas mínimas (RMSD) de las coordenadas 
de los enlaces y los ángulos también se encuentran dentro de los rangos óptimos (Wlodawer y col., 2008). La 
relación señal/ruido (I/σ)  según lo esperado es mayor a dos. La unidad asimétrica del cristal tiene un grupo 
espacial de P3221 y está formada por dos cadenas polipeptídicas idénticas (A y B), formando un homodímero. En el 
caso de la cadena A de LiTAT_Tr, la disposición desordenada de los residuos Asp62-Asn63 impidió su resolución. 
En la subunidad B no pudieron ser resueltos los residuos Asp62-Ser72, Glu363-Gly367, Lys382-Ser39, Glu404-
Glu405 y Ile439-Lys448.  
 
Tabla 9. Parámetros de difracción y refinamiento de la proteína LiTAT_Tr. Los valores entre paréntesis en los datos de difracción 
están referidos al modelo de mínima resolución de los 20 obtenidos.  
 
 
4.7.2. Estructura de LiTAT. 
La unidad asimétrica del cristal con el grupo espacial P3221 está formada por dos cadenas polipeptídicas 
idénticas formando un homodímero. En la Figura 41 se muestra la representación tridimensional del homodímero 
de LiTAT en un modelo de α-hélices y láminas β. La estructura de cada una de las subunidades del homodímero de 
LiTAT presenta un plegamiento con dos dominios principales. El dominio de mayor extensión se encuentra entre 
los residuos Asp91-Arg339 y forma el núcleo interno, que tiene una estructura tipo α/β/α. Este dominio presenta 
siete láminas β que rodean al cofactor y ayudan a estabilizarlo, siendo la lámina β2 antiparalela al resto. El núcleo 





RMSD enlaces (Å) 0.012 
RMSD ángulos ( Å) 1.35 
Ramachandran, favorecido 745 (97.9%) 
Ramchandran, valores atípicos No 
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Código PDB 4IX8 
 
Datos de difracción 
Grupo espacial P3221 
Parámetros de unidad de celda a=b=98.96 Å 
c=199.26 Å 
Resolución [Å] 50-2.35 (2.41-2.35) 
Media  I/σ (I >2) 13.8 (2.6) 
Rmerge 0.069 (0.563) 
Integridad de la estructura 99.8% (99.9%) 
Multiplicidad (Nº de nodos/celda) 4.6 (4.7) 
Número de reflexiones únicas 47,821 (3,479) 
 90 
 
El dominio más pequeño es discontinuo y está formado por los extremos N (Lys65-Pro90) y C-terminal 
(Thr340-Lys448) y constituye el dominio de unión a sustratos. Parte del extremo N-terminal (desde la Ser40 hasta 
la Ser47 ambos incluidos) está involucrado en la interacción entre ambas subunidades del homodímero y presenta 
una α-hélice adicional. LiTAT posee 13 residuos de cisteína por subunidad. Sin embargo, en las condiciones 
utilizadas para la cristalización, no se identificaron puentes disulfuro. Además, existen dos iones Cl
-
 en la interfaz 
de las dos subunidades sin una función descrita. 
 
Figura 41. Estructura dimérica de LiTAT_Tr resuelta a 2.35 Å. En la subunidad A, las láminas β se muestran en rojo y 
las α-hélices en azul, mientras que en la subunidad B se muestran en amarillo y en cián, respectivamente. La molécula de 
PLP unida al residuo Lys286 se destaca en cada subunidad con un modelo de esferas con el siguiente código de colores: C 
(verde), O (rojo), N (azul), P (magenta) y H (gris). 
 
 
4.7.3. Configuración del centro activo de LiTAT con piridoxal fosfato. 
La resolución de la estructura de LiTAT unida a PLP permitió identificar los residuos que participan en la 
estabilización del mismo y que facilitan la reacción de transaminación. 
El centro activo de cada subunidad es adyacente a la interfaz dimérica y en el mismo participan residuos de 
ambas subunidades (Figura 42A). La coenzima PLP se une covalentemente a la Lys286 formando una base de 
Schiff cuyo doble enlace forma un ángulo de 109º con el anillo piridínico del PLP. Esto indica que el doble enlace 
no está protonado en el tampón de cristalización a pH 8,5, por lo que su valor de pKa es inferior a 8,5. Por otro 





Figura 42. Centro activo de la subunidad A de la proteína.  (A) El cofactor piridoxal fosfato (PLP), representado con el modelo de barras 
y esferas, está unido covalentemente al residuo de Lys286 y rodeado de aquellos que participan en la estabilización del cofactor. Los átomos 
de C, O, N y P se muestran en verde, rojo, azul y naranja respectivamente. Los enlaces intermoleculares que participan en la estabilización 
del cofactor se indican con líneas discontinuas negras. El residuo marcado con un asterisco (Tyr109*) pertenece a la subunidad B. (B) Mapa 
de densidad electrónica en el entorno del centro activo con las tres moléculas de agua que estabilizan uno de los oxígenos del grupo fosfato 
de la coenzima PLP. 
 
La orientación del anillo del PLP está determinada por numerosas interacciones polares y no polares. El anillo 
aromático de la coenzima está estabilizado por una interacción aromática (π-π) con la Phe175 y por una interacción 
hidrofóbica con la Ile225. El nitrógeno en posición 1 del anillo aromático del PLP (N1) forma un enlace de 
hidrógeno con el oxígeno de la cadena lateral del Asp253, que se encuentra a una distancia de 2,6 Å. Esta 
interacción asegura que el N1 aromático esté protonado durante la reacción de transaminación. El grupo fosfato del 
PLP se encuentra estabilizado por distintos tipos de fuerzas intermoleculares. Por un lado, se forma un puente 
salino entre la Arg294 y uno de los oxígenos del fosfato a 2,8 Å. Por otro lado, existen tres enlaces de hidrógeno 
con residuos adyacentes, uno con dicha Arg294 a 2,7 Å, otro con la Ser151 a 1,7 Å y el último con la Tyr109 de la 
subunidad contraria a 1,8 Å. Además, existen tres puntos de densidad electrónica cercanos a uno de los átomos de 
oxígeno del fosfato, que probablemente sean moléculas de agua encargadas de la estabilización de dicho átomo, 
que tiene carga negativa y que de otro modo no podría ser estabilizado por ningún otro residuo del centro activo 
(Figura 42B). Dichas moléculas de agua se encuentran a una distancia adecuada para la formación de enlaces de 
hidrógeno (<2,5 Å). 
El grupo hidroxilo del anillo de piridina del PLP se encuentra desprotonado y forma enlaces de hidrógeno 
débiles con la Asn225 (d=2,8 Å) y con la Tyr256 (d=2,0 Å), actuando en ambos casos el oxígeno como aceptor. 
Estas interacciones previenen la rotación del anillo piridínico hasta la entrada del aminoácido. En otras 
aminotransferasas de la subfamilia Iɣ, estos dos residuos se encuentran estabilizados formando enlaces de 






























4.7.4 Modificaciones estructurales en el centro activo en el primer paso de transaminación de la tirosina. 
Para poder dilucidar la posición adoptada por la molécula PMP en el centro activo del enzima se añadió 
tirosina en el tampón de cristalización utilizado previamente. Sin embargo no se pudo obtener una estructura con la 
resolución suficiente para resolver la estructura de este estado de transición.  
La esfera de interacción sin el ligando PLP utilizada para los ensayos de acoplamiento molecular con la 
proteína LiTAT_Tr se representa como una coordenada tridimensional cuyos ejes se localizan en el origen de 
coordenadas establecido para el N4 de la aldimina interna de PLP unido a la Lys286 (Radio X, Y, Z: 15.56 Å, 9.93 
Å, 18.78 Å) (Anexo XI). Para predecir las disposiciones y conformaciones permitidas de los distintos estados de 
transición se utilizó el algoritmo CDocker (apartado 3.14). Por tanto, mediante ensayos de acoplamiento molecular 
in silico, se predijeron las disposiciones adoptadas por los distintos estados de transición que se producen en el 
primer paso de la reacción de transaminación (Figura 43) a partir de la aldimina interna (Figura 43A). En concreto 
se llevaron a cabo las simulaciones del estado de transición en el que participa la forma quinonoide de la tirosina 
unida a la coenzima PLP y del estado de transición en el que interviene el PMP. Para reducir la variabilidad durante 
el proceso, se restringió a 18,8 Å la esfera de interacción entorno al anillo piridínico del PLP. A continuación, se 
eliminaron los átomos correspondientes al PLP, dejando la Lys286 libre. El tamaño de la esfera de interacción 
utilizada fue suficiente para incluir todos los residuos descritos que participan en la estabilización del cofactor e 
intervienen en la reacción, así como los residuos que forman el canal de entrada al centro activo por el que acceden 
los sustratos para reaccionar con la coenzima.  
Al realizar el acoplamiento molecular del PLP unido a la Tyr en su forma quinonoide, se pudo observar que la 
única conformación posible adoptada por este intermedio (Figura 43B) requiere una rotación libre entorno al enlace 
formado entre los átomos C4 del anillo piridínico y C4A de la cadena lateral de la Lys286. Esto rotación no es 
posible en la forma quinonoide, pero sí se puede producir en la forma resonante cetimina, sobre la que se produce 
la hidrólisis de la base de Schiff para liberar el oxoácido pHPP, resultante de la desaminación de la tirosina. La 
disposición adoptada por la forma cetimina al realizar el acoplamiento molecular es idéntica a la adoptada en la 
forma quinonoide. 
Tras la hidrólisis del enlace imina y la consecuente liberación del pHPP, la coenzima queda en forma de PMP 
libre, y sigue estabilizada en el centro activo para poder intervenir en el segundo estado de transición. La 
disposición del PMP en este estado de transición también fue simulada y, en este caso, se obtuvieron 107 
disposiciones posibles, dado el menor impedimento estérico de esta conformación. En este caso se seleccionó la 
segunda disposición más favorable energéticamente, dado que el valor de RMSD de los átomos del anillo 
aromático al compararlo con el intermediario quinonoide era el menor de entre todas las posibles (2.36 Å) (Figura 
43C). En esta disposición, el enlace covalente entre el C4 del anillo piridínico y el N4A (amina primaria) es 




Figura 43. Disposición adoptada por los estados de transición en el centro activo de LiTAT en el paso de transaminación de la 
tirosina. La estructura secundaria que forma el centro activo de LiTAT se indica en cián en un modelo de α-hélices y láminas β. (A) 
Disposición adoptada por el cofactor PLP unido covalentemente a la Lys286 (aldimina interna) en la estructura obtenida por cristalografía de 
rayos X. (B) Modelo de la disposición adoptada por el estado de transición  en el que participa el PLP unido a la tirosina en forma 
quinonoide. (C) Modelo de la disposición adoptada por el estado de transición en el que participa la piridoxamina fosfato (PMP). Los átomos 
de C, O, N y P se muestran en verde, rojo, azul y magenta respectivamente. 
 
4.7.5. Simulación de la disposición adoptada por los oxoácidos en el segundo paso de la reacción de 
transaminación. 
Los residuos presentes en el canal de acceso al centro activo y que forman parte del dominio de menor tamaño 
de LiTAT (ver sección 4.4.2.) determinan la orientación que deben adoptar los residuos para reaccionar con la 
coenzima. Para poder identificar los residuos de la proteína LiTAT que podrían estar participando en la unión de 
los sustratos, se realizaron estudios de acoplamiento molecular in silico con los oxoácidos piruvato, 
cetometiltiobuitirato (KMTB) y α-cetoglutarato, cuya actividad ha sido ensayada in vitro (ver apartado 4.4.1.), y se 
seleccionó en cada caso la disposición energéticamente más favorable.  
En la figura 44 se muestran las disposiciones adoptada por cada una de las moléculas ensayadas y que forman 
el estado de transición de Michaelis. Para el ataque nucleofílico de la amina secundaria (N4A) del intermediario 
PMP sobre el C2 del oxoácido aceptor del grupo amino, se necesita que éste último se encuentre en una posición 
cercana que facilite dicha reacción. Dado su pequeño tamaño y su bajo impedimento estérico, el piruvato se puede 
encontrar en una posición adyacente a la amina secundaria a 2,9 Å (Figura 44A). Sin embargo, en el caso del α-
cetoglutarato, el C2 sobre el que se produce el ataque nucleofílico se halla a 6 Å y en posición opuesta al N4A del 
PMP, impidiendo el ataque nucleofílico (Figura 44B). En el caso del oxoácido KMTB, la distancia existente entre 
el N4A del PMP y el C2 del KMTB es de 3,9 Å, situación intermedia a lo que ocurre con el piruvato y el α-
cetoglutarato (Figura 44C), pero que permite la formación de un enlace de hidrógeno entre el N4A del PMP y el C2 
del KMTB. 
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Figura 44. Simulación del estado de transición de Michaelis con distintos oxoácidos. La estructura secundaria que forma el centro activo 
de LiTAT_Tr se indica en cián en un modelo de α-hélices y láminas β. Los átomos de C, O, N y P se muestran en verde, rojo, azul y magenta 
respectivamente. (A) Disposición adoptada por el piruvato en el centro activo de la enzima. (B) Disposición adoptada por el 
cetometiltiobutirato (KMTB) en el centro activo de la enzima. (C) Disposición espacial adoptada por el α-cetoglutarato en el centro activo 
del enzima. 
 
4.8. Predicción de un grupo farmacóforo de LiTAT. 
Se utilizó la disposición adoptada por el oxoácido KMTB en el centro activo de la subunidad A para predecir 
un grupo farmacóforo en LiTAT, detallando las características que hacen posible esta diferencia (Figura 45). Las 
características que definen la unión del oxoácido KMTB a la proteína LiTAT_Tr se han utilizado para la 
generación del grupo farmacóforo. El radio definido de tolerancia para cada una de estas características es de 1,6 Å. 
Los residuos que participan en el farmacóforo se muestran en la Tabla 10, indicando si el residuo está conservado o 
no en los ortólogos de TAT en mamíferos y en T. cruzi. En el reconocimiento del KMTB participan residuos de la 
subunidad A (Ser151 y His177) y B (Tyr109 y Ala322). El grupo carboxílico del KMTB se encuentra formando un 
enlace de hidrógeno con el N3 cargado positivamente del anillo imidazólico de la His177. El carbonilo en posición 
2 se dispone orientado hacia la amina primaria del PMP para permitir su reacción. La característica más importante 
para dicho grupo farmacóforo es la presencia de un grupo metilo en posición 5’ que permite la interacción 
hidrofóbica con la Ala322 de la subunidad B. Por tanto la distancia de cinco átomos entre el grupo carboxílico y el 
grupo metilo es un requerimiento importante para mantener el grupo farmacóforo. 
 
Tabla 10. Residuos que forman parte del farmacóforo de LiTAT. En verde se indican los residuos conservados entre L. infantum, T. cruzi 
y H. sapiens y en rojo los no conservados. 
 
L. infantum TAT T. cruzi TAT H. sapiens TAT 
Tyr109 Tyr71 Tyr109 
Ser151 Ser111 Ser145 
His177 His140 Leu171 
















Figura 45. Grupo farmacóforo predicho a partir de la estructura de LiTAT acoplada al sustrato KMTB. (A) Disposición adoptada por 
KMTB en el canal de acceso al centro activo del enzima, con los grupos funcionales que participan en el farmacóforo señalados con esferas. 
Los átomos de C, O, N, S y P se muestran en  gris, rojo, azul, amarillo y naranja respectivamente. Los enlaces de hidrógeno se muestran en 
verde, las interacciones hidrofóbicas en azul oscuro y las interacciones electrostáticas en cián. (B) Farmacóforo de LiTAT con los 
aminoácidos que participan en el reconocimiento del oxoácido KMTB. El grupo carbonilo aceptor de electrones (rodeado en verde) se 
encuentra dirigido hacia la amina primaria del PMP (rodeado en rojo). 
 
Gracias al grupo farmacóforo generado se pudo identificar la molécula L-metionina etil piruvato (L-MEEP) 
presente en la base de datos ChemDB que cumplía los requerimientos estéricos y electrónicos. Al realizar el 
acoplamiento in silico con LiTAT, esta molécula se dispone bloqueando el canal de acceso de los sustratos al 
centro activo de la proteína e interaccionando con los residuos que forman parte del farmacóforo predicho (Figura 
46). Por otra parte, no se obtuvieron conformaciones posibles al intentar simular el acoplamiento molecular del L-




Figura 46. Disposición adoptada por el ácido L-metionina etilpirúvico. La estructura secundaria de LiTAT se indica en azul claro la 
subunidad A y en marrón la subunidad B en un modelo de α-hélices y láminas β. Los residuos de la subunidad B se señalan con un asterisco.  


















































































5.1. Expresión y localización subcelular de la tirosina aminotransferasa en L. infantum y su regulación. 
La proteína LiTAT está regulada en función del estadío en que se encuentre el parásito. La expresión de la 
proteína alcanza su mayor nivel en promastigotes en fase logarítmica temprana, y no se detecta en fase estacionaria 
(Figura 18). Este perfil de expresión ha sido confirmado, tanto por Western blot como por IFI (Figura 27). La 
expresión de LiTAT en los promastigotes más infectivos obtenidos a partir del cultivo en fase estacionaria y 
aislados por dos métodos distintos (apartado 3.2.3.3.), es mayor que en la de los promastigotes con una menor 
capacidad infectiva, tal y como sucede a nivel de ARNm (Alcolea y col., 2009). La mayor expresión de la proteína 
en la subpoblación de promastigotes más infectivos podría ser debida a su participación en los mecanismos de 
resistencia al estrés oxidativo, dado que existe un aumento de su expresión en un aislado de promastigotes 
resistentes a NO (Figura 20). La expresión de la proteína en amastigotes intracelulares obtenidos a partir de 
infecciones in vitro de células U-937 es menor que la expresión obtenida en amastigotes axénicos, aunque existe 
expresión detectable de LiTAT en ambos casos (Figura 19). Esto pone de manifiesto las diferencias existentes entre 
los amastigotes intracelulares y el modelo de amastigotes axénicos, especialmente en proteínas del metabolismo de 
Leishmania (Rochette y col., 2009). La sobre-expresión de la proteína LiTAT en líneas de promastigotes knock-in 
con su secuencia completa y sin el extremo N-terminal de 38 aminoácidos permitió comparar su perfil de expresión 
con el del cultivo control que sólo expresaba la proteína endógena (Figura 21). Al sobre-expresar la proteína con la 
secuencia completa no se detecta expresión en fase estacionaria. Sin embargo, al sobre-expresarla sin el extremo N-
terminal la expresión se mantiene en fase estacionaria lo que indica que éste es importante en la regulación de la 
degradación de la proteína. Además dicha porción de la secuencia de la proteína está conservado en todas las TAT 
del género Leishmania y sin embargo está ausente en T. cruzi (Figura 12). Además es de una longitud similar al 
extremo N-terminal presente en las TAT de mamíferos, el cual participa en la regulación de su expresión en hígado 
vía degradación por proteasoma (Ciechanover y col., 1997, Gross-Mesilaty y col., 1997). Teniendo en cuenta esto, 
se estudió el efecto que la inhibición del proteasoma podía tener sobre la expresión de LiTAT para poder establecer 
el mecanismo de degradación de LiTAT. Los resultados observados sugieren que dicha inhibición retrasa la 
degradación de LiTAT durante las primeras 48 h desde el inicio del cultivo  en fase logarítmica temprana (apartado 
4.2.4., Figura 22). En LiTAT uno de los aminoácidos del extremo N-terminal, la Lys15, se ha identificado mediante 
predicción in silico, como un posible residuo capaz de ser ubiquitinado. Sin embargo, al comparar el perfil de 
expresión de LiTAT en promastigotes con el perfil de la proteína ortóloga en L. donovani (LdTAT), éste resultó ser 
distinto. La expresión de LdTAT se mantiene hasta la fase estacionaria, sin embargo, su secuencia de es idéntica a 
la de LiTAT, incluido el residuo Lys15, excepto en dos residuos que se encuentran sustituidos en L. infantum (L. 
donovani-Ala19 x L. infantum-Ser19 y L. donovani-Ala341x L. infantum-Thr341). Tanto la Ser19 como a Thr341 
de LiTAT son aminoácidos susceptibles de ser fosforilados y, además, uno de ellos se encuentra en el extremo N-
terminal de 38 aminoácidos. Previamente, se ha identificado a la TAT de L. donovani  como una proteína 
fosforilada en promastigotes (Morales y col., 2008), lo que sugiere que ésta enzima podría estar fosforilada post-
traduccionalmente en otras especies Leishmania. Esto justificaría que al inmunoprecipitar LiTAT (Figura 31) se 
observen dos variantes de la proteína con distinto pI, lo que podría ser el resultado de dos estados de fosforilación 
diferentes de LiTAT. La fosforilación post-traduccional de proteínas controla la actividad, localización subcelular, 
degradación e interacción con otras proteínas (Morales y col., 2008). Por tanto, los resultados obtenidos sugieren 
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que la expresión de LiTAT podría estar regulada post-traduccionalmente a través de un proceso de fosforilación y/o 
de ubiquitinación. 
La expresión de la proteína LiTAT es dependiente de la presencia o ausencia de suero en el medio de cultivo. 
Por otro lado, en ausencia del suero no se produce la degradación del enzima (Figura 24), probablemente debido a 
que no se inician los mecanismos de degradación de proteínas, como el proteasoma el cual requiere la presencia de 
ATP para su activación (Bech-Otschir y col., 2009). De forma complementaria, con objeto de identificar aquellos 
factores encargados de iniciar la expresión de LiTAT, se utilizó un medio definido en el que se evaluó ésta en 
ausencia de una serie de nutrientes (Anexo IV) entre los cuales se ha identificado el hierro en su forma 
biodisponible, la hemina (Figura 26). Esto concuerda con la observación de que la disponibilidad del hierro en el 
medio disminuye la expresión de ARNm de la TAT en L. amazonensis (Mittra y col., 2013). Por lo tanto, podría 
sugerirse que la regulación del inicio de la expresión de LiTAT esté mediada por los elementos de respuesta al 
hierro (IREs), a través de su unión con proteínas específicas (IBPs). Además, la baja expresión de LiTAT 
observada al cultivar promastigotes con SBF sin los factores termolábiles (Figura 26B) podría explicarse por el 
sistema de captación del hierro libre a través de las proteínas LHR-1 y LIT-1 (Flannery y col., 2011, Miguel y col., 
2013). 
Por otra parte, en promastigotes en fase logarítmica, la proteína es citoplasmática, al igual que en T. cruzi 
(Cazzulo y cols., 1999). No obstante, la distribución de LiTAT en esta fase de crecimiento no es homogénea, sino 
que está en unidades discretas principalmente en el bolsillo flagelar (Figura 27). Esto sugiere que LiTAT podría 
estar asociada a otras proteínas formando un complejo o compartimentalizada. Esto último se descartó mediante 
separación en gradiente con digitonina, comparando su patrón de solubilización con el de una proteína 
compartimentalizada (Figura 28). Dicho patrón de distribución de una proteína asociada a otras formando un 
complejo, ha sido observado también en otros casos en Leishmania (Dupe y col., 2015). Además, la probable 
asociación de LiTAT con otras proteínas concuerda con la presencia en el extremo N-terminal de los motivos de 
unión a otras proteínas, AXXXA y GXXXG (Kleiger y col., 2002). No obstante, a diferencia de lo que sucede en 
promastigotes en fase logarítmica, la distribución subcelular de LiTAT en la subpoblación PNA
- 
parece que se 
encuentra restringida en un solo punto. En otras aminotransferasas de Leishmania también se ha observado una 
localización subcelular distribuida en dos compartimentos (Marciano y col., 2009) como en este caso.  Por tanto, 
ciertas aminotransferasas en Leishmania tienen una distribución multicompartimental. Por otro lado, en 
Leishmania, se han descrito casos de algunas proteínas que tienen la capacidad de translocarse transitoriamente 
desde el citoplasma a otros orgánulos durante la diferenciación de promastigote a amastigote (Dupe y col., 2015) lo 
que podría estar ocurriendo también en LiTAT. Además, se ha descrito un sistema de compartimentalización 
glicosomal en tripanosomátidos, como alternativa a la regulación alostérica que se produce en mamíferos en 
algunas rutas metabólicas como la glucólisis, con el objetivo de prevenir un aumento en la acumulación de 
intermediarios letales para la célula (Haanstra y col., 2008). Es posible que algo similar esté sucediendo con 
LiTAT, ya que aunque en promastigotes en fase logarítmica temprana hay una alta expresión de la proteína, en fase 
estacionaria la proteína no se detecta, excepto en las formas más infectivas, cuya expresión se mantiene en bajos 
niveles y, posiblemente, de forma compartimentalizada. 
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En resumen, LiTAT está regulada de una forma compleja. El inicio de la expresión es dependiente del hierro y 
además los resultados sugieren que la degradación del enzima es dependiente del proteasoma y de la presencia de 
suero en el cultivo. Además esta degradación parece estar relacionada con la presencia del extremo N-terminal de 
38 aminoácidos cuya deleción impide parcialmente la desaparición de la proteína en fase estacionaria.  
 
5.2.  Función del catabolismo de aminoácidos aromáticos en el metabolismo de Leishmania. 
En el tubo digestivo del insecto vector se encuentran las proteínas y los aminoácidos obtenidos a partir de la 
sangre ingerida por el flebotomo, los cuales son usados por los promastigotes como nutrientes. Por otro lado, en el 
estadío amastigote, al no haber disponibilidad de hidratos de carbono en el interior del fagolisosoma, el parásito 
utiliza los lípidos y los aminoácidos disponibles para la obtención de energía (Rosenzweig y col., 2008).  
La función del catabolismo de aminoácidos aromáticos en el metabolismo de los tripanosomátidos ha sido 
ampliamente discutida, aunque no existe consenso a la hora de explicar la elevada actividad de transaminación 
encontrada (Opperdoes y Coombs, 2007, Nowicki y Cazzulo, 2008). Estudios iniciales desarrollados en T. brucei 
pusieron de manifiesto la relación existente entre la alta tasa de excreción de derivados aromáticos y la patogenia 
de la enfermedad (Newport y col., 1977, Seed y col., 1983). No obstante, en T. brucei no hay un gen ortólogo de 
TAT, tal y como se indica en el apartado 4.1.1., por lo que dicha función de transaminación de aminoácidos 
aromáticos se debe llevar a cabo por otras enzimas transaminasas. En el presente estudio, se ha comprobado que 
existe una elevada tasa de excreción del derivado aromático de la tirosina en L. infantum, el pHPL (apartado 4.5.2., 
Figura 30). Esta excreción de derivados aromáticos en Leishmania ha sido confirmada en un estudio reciente en las 
especies L. major, L. donovani y L. mexicana (Westrop y col., 2015). Por otro lado, la elevada tasa de 
transaminación de aminoácidos aromáticos, en T. cruzi podría ser debida a la necesidad de regenerar el NAD 
citosólico a través de la reducción del α-oxoácido aromático generado en la transaminación (Nowicki y Cazzulo, 
2008). En el presente trabajo se ha corroborado que la enzima LiTAT es capaz de transaminar tirosina con distintos 
oxoácidos (Tabla 6). Además, se ha comprobado que en el estadío promastigote existe una alta actividad de 
transaminación de la tirosina y reducción del producto derivado de su transaminación (Tabla 7). Por otro lado, se ha 
confirmado pHPL es un producto de excreción del metabolismo (Figura 30). La detección de pHPL en el 
sobrenadante del cultivo de promastigotes en fase estacionaria de L. infantum, como producto de excreción, 
confirma la existencia de una ruta del catabolismo de la tirosina similar en L. infantum a la observada en T. cruzi y 
diferente a la observada en mamíferos (Fulenwider y col., 1978).  
La transaminación de aminoácidos aromáticos en Leishmania spp., se lleva a cabo en todas las fases de 
crecimiento del cultivo de promastigotes, con un aumento gradual conforme aumenta la densidad celular en el 
cultivo. No obstante la actividad enzimática específica de transaminación observada de la enzima LiTAT (Tabla 6) 
es relativamente baja comparada con otros ortólogos de la proteína (Montemartini y col., 1993), y muy similar a la 
de otras especies de Leishmania, como L. major  (Marciano y col., 2009).  
La reacción de deshidrogenación del pHPP a pHPL se lleva a cabo por una o varias deshidrogenasas del tipo 
L-hidroxiácido (L-HADH). No obstante, la identidad de esta/s enzima/s en tripanosomátidos no está clara (Nowicki 
y Cazzulo, 2008, Westrop y col., 2015). En este trabajo, se han identificado dos enzimas anotadas en el genoma de 
L. infantum con capacidad de reducir el pHPP: la enzima málica (LiMalDC) y la malato deshidrogenasa citosólica 
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(LicMDH) (Tabla 8). La enzima LiD2-HADH, propuesta como un posible candidato para ser la enzima L-HADH 
que reduce los α-oxoácidos aromáticos (Alcolea y col., 2009), no mostró actividad deshidrogenasa con los sustratos 
utilizados (Tabla 8), por lo que se descartó que pudiera estar participando en la ruta del catabolismo de 
aminoácidos aromáticos. No obstante, dado el requerimiento de NADH para solubilizar esta proteína para su 
purificación (Figura 33A) y la presencia en su secuencia de aminoácidos del plegamiento Rossmann específico de 
deshidrogenasas entre los aminoácidos 110 y 298, se trata de una deshidrogenasa de función y especificidad aún 
desconocida. La enzima LicMDH es capaz de reducir pHPPH a pHPL. Esta proteína es la que tiene una mayor 
identidad de secuencia en Leishmania (60%) con la L-HAD aislada en T. cruzi con capacidad para reducir α-
oxoácidos aromáticos a los correspondientes α-hidroxiácidos (Montemartini y cols., 1994). Por otro lado, la enzima 
LiMalDC podría ser una buena candidata para llevar a cabo la función de reducir el pHPP en pHPL en el parásito, 
ya que por un lado parece estar interaccionando con LiTAT en promastigotes en fase logarítmica (Figura 31) y por 
otro lado es capaz de reducir los α-oxoácidos resultantes de la transaminación de aminoácidos aromáticos (Tabla 
8). Ambas enzimas son principalmente citosólicas y se expresan en promastigotes en fase logarítmica con una alta 
expresión relativa (Figuras 18, 34 y 37). 
En este estudio, se ha descrito la capacidad de LiMalDC y LicMDH de reducir oxoácidos mono- y 
dicarboxílicos aromáticos y no aromáticos, aunque lo hacen con distintas coenzimas. La máxima actividad 
enzimática observada se alcanza en ambos casos con piruvato, probablemente debido a la ausencia de 
impedimentos estéricos para el desarrollo de la reacción (Tabla 6). Por un lado, LicMDH es capaz de reducir 
sustratos con NADH pero no con NADPH, al igual que ocurre en la L-HADH de T. cruzi (Nowicki y cols., 1994). 
Por otro lado, la enzima LiMalDC es capaz de reducir todos los oxoácidos analizados al igual que LicMDH, pero 
para el desarrollo de su actividad requiere NADPH en lugar de NADH como coenzima, como sucede con la enzima 
málica citosólica humana (Loeber y col., 1994). Esta especificidad de LiMalDC con el NADPH se ha observado 
también en L. donovani (Saadalla y Rassam, 1987). La obtención de un modelo por homología de la enzima 
LiMalDC permitió identificar uno de los posibles residuos responsables de esta especificidad, la Lys356 (Figura 
38A). De acuerdo a los estudios realizados de acoplamiento molecular in silico, la cadena lateral de este residuo 
forma un enlace de hidrógeno con uno de los oxígenos del grupo fosfato del NADPH, lo que permite el 
acoplamiento del coenzima al plegamiento de Rossman (Figura 38A). El alineamiento de la secuencia de LiMalDC 
con el de la enzima málica humana permitió comprobar que la Lys356, encargada de formar un enlace de 
hidrógeno con los átomos de oxigeno del fosfato del NADPH, se encuentra dentro de un inserto en la secuencia de 
la proteína específico del género Leishmania que no se encuentra en la proteína humana. Este residuo permite la 
unión específica al NADPH lo que no sucede con otras deshidrogenasas dependientes de NADH. Tal es el caso de 
LicMDH en la que la Lys que une el NADPH esta sustituido por un residuo de glutamina que impide el 
acoplamiento del NADPH en el plegamiento de Rossman (Hsieh y col., 2006). 
Además al simular la disposición adoptada por el oxoácido pHPP en el centro activo de la enzima, se pudo 
comprobar que éste se sitúa en una posición adyacente al NADPH, a los residuos Tyr107 y Lys177 y al catión Mn
2+
 
(Figura 38B), todos ellos esenciales para que la reacción de reducción del pHPP tenga lugar.  
En resumen, el estudio de la enzima LiMalDC ha permitido comprobar que es capaz de reducir  α-oxoácidos 
aromáticos utilizando NADPH, pero no NADH, lo que sugiere que podría existir una relación directa entre el 
 103 
 
catabolismo de aminoácidos aromáticos y la reoxidación del NADPH citosólico, el cual es necesario, entre otras 
funciones, para disminuir el daño oxidativo producido en la célula por compuestos como el NO (Rios y col., 2015). 
Además, LiTAT se encuentra sobre-expresada en cepas resistentes a óxido nítrico (Figuras 19) y en las formas 
infectivas de L. infantum como se ha explicado anteriormente. También se ha observado que en cepas de T. cruzi 
resistentes a benznidazol, el cual induce la producción de radicales libres tóxicos para la célula, el gen codificante 
para TcTAT se sobre-expresaba a nivel de ARNm. Sin embargo, en este caso dicha sobreexpresión no se 
correspondía con un aumento en la expresión de la proteína (Rego y col., 2008). 
En conjunto estos resultados sugieren que LiTAT podría tener una función relevante en el establecimiento de 
la infección en el hospedador a través de la regeneración del NADPH por la enzima LiMalDC en una ruta 
metabólica en dos pasos. 
 
5.3. Relación estructura-función de LiTAT. 
En las especies del género Leishmania, se ha anotado en el genoma un único gen que codifica la enzima TAT 
(Peacock y col., 2007). Hasta el momento, dentro del género Leishmania spp., sólo se había confirmado la 
actividad tirosina aminotransferasa en la TAT de L. major (Marciano y col., 2009). En T. cruzi, cuyo ciclo 
biológico al igual que en Leishmania presenta un estadío intracelular amastigote, hay 12 genes anotados como 
TAT, de los que, al menos cuatro no parecen codificar aminotransferasas, dada la ausencia del residuo catalítico 
lisina en su secuencia de aminoácidos, que es imprescindible para unirse a PLP (Anexo I) (El-Sayed y cols., 2005). 
En el caso de T. brucei no hay genes anotados como TAT. No obstante, en esta especie se ha descrito que existe 
una alta tasa de transaminación de aminoácidos aromáticos (Seed y cols., 1973), por lo que es probable que ésta se 
lleve a cabo por otra/s enzima/s (El-Sayed y col., 2005). 
En el alineamiento de la secuencia de la enzima LiTAT con sus ortólogos en otras especies (Figuras 12 y 13), 
se observa que la mayoría de los residuos que participan en la estabilización del centro activo están conservados, lo 
que lleva a que la disposición espacial de la coenzima unida a la Lys286, sea muy similar en todas las especies 
(Blankenfeldt y col., 1999, Mehere y col., 2010). No obstante, los residuos que participan en el reconocimiento de 
sustratos no están conservados en LiTAT. Dichos residuos son la Asn17 y la Gln20 de TcTAT y los 
correspondientes en mamíferos, Asn54 y Arg57, y parecen ser  indispensables para el reconocimiento de sustratos 
dicarboxílicos, como el α-cetoglutarato (Sobrado y col., 2003). La ausencia de dichos residuos en LiTAT es la 
causa más probable de que la enzima no presente actividad alanina aminotransferasa como ya se ha propuesto 
previamente (Marciano y col., 2009), a diferencia de lo que sucede en las TAT de mamíferos y en T. cruzi (Mehere 
y col., 2010). En la figura 47, se muestra que la disposición adoptada por los residuos Gln55 de la enzima de L. 
infantum y Asn 17 de la enzima de T. cruzi. Mientras que en el caso de TcTAT la cadena lateral del residuo Asn17 
se dirige hacia el canal de entrada de los sustratos para permitir su interacción con los mismos, en el caso de LiTAT 
la cadena lateral de la Gln55 se orienta hacia el lado opuesto del canal, haciendo imposible que se forme un enlace 





Figura 47. Disposición adoptada por los residuos Gln55 de LiTAT y Asn17 de TcTAT. Las subunidades A y B se muestran en un 
modelo de superficie en azul y amarillo respectivamente. Los residuos señalados y la coenzima se muestran en un modelo de varillas y 
esferas. Los átomos de C en LiTAT se muestran en verde y en TcTAT en amarillo. Los átomos de O, N y P se muestran en rojo, azul y 
magenta respectivamente. Los átomos de H no están representados.   
 
Como ya se ha mencionado anteriormente, la diferencia más notable al comparar las secuencias de LiTAT con 
la TAT de T. cruzi es la presencia en el extremo N-terminal de 38 aminoácidos adicionales en el caso de 
Leishmania. Para evaluar la función de dicho extremo se purificaron ambas versiones de la proteína (con y sin N-
terminal) y se comprobó que su deleción no afecta a la estructura general de la proteína, a su estabilidad térmica ni 
a su actividad enzimática (Figura 17, Tabla 6). Sin embargo, ambas proteínas recombinantes (con y sin extremo N-
terminal) parecen tener cierta tendencia a desdimerizarse en solución (Figura 16). Mientras que en la enzima de L. 
infantum la conformación nativa de la proteína es inestable por encima de los 60 ºC, en la TAT de mamíferos el 
rango de temperaturas de máxima actividad es entre 55-70 ºC (Mehere y col., 2010). En un estudio previo de la 
TAT de ratón, también se delecionaron los aminoácidos del extremo N-terminal, ya que estos, como en el caso de 
LiTAT, se encontraban desordenados y tampoco afectaba a la estabilidad térmica o la conformación dimérica de la 
proteína (Sobrado y cols., 2003). Sin embargo, a diferencia de la TAT de ratón, cuyo pH óptimo de transaminación 
es 7,0, LiTAT presenta un pH óptimo de 9,0 para llevar a cabo su actividad enzimática (Figura 29). Además, el 
rango de pH óptimo de ésta enzima es más amplio que el de la TAT de mamífero. No obstante, el pH de 
cristalización fue 8,5 al cual todos los tioles se encuentran reducidos sin formar puentes disulfuro. Mientras que en 
la TAT de mamíferos existe un puente disulfuro cuya reducción es responsable de la inactivación de la enzima 
(Hargrove y Wichman, 1987, Mehere y col., 2010), en el caso de LiTAT se descarta que exista un mecanismo de 
inactivación similar ya que todos los tioles están reducidos.  
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El centro activo con la coenzima PLP de cada subunidad de las todas las tirosina aminotransferasas se 
encuentra en la interfaz dimérica y la unión de la coenzima es necesaria para estabilizar el plegamiento 
(Blankenfeldt y col., 1999). Para la estabilización de la coenzima en LiTAT, se requiere la participación de 
residuos de ambas subunidades (Figura 42), por lo que la desdimerización inactiva a la enzima. A pesar de que la 
mayoría de las aminotransferasas descritas presentan una estructura cuaternaria homodimérica, existen algunos 
casos descritos de TATs en solución con otros estados oligoméricos (Yoshikane y col., 2006, Yoshikane y col., 
2008). Por tanto, se analizaron los posibles estados oligoméricos de LiTAT también en solución, identificando el 
dímero como la única forma oligomérica (Figura 15).  
La estructura tridimensional de LiTAT no presenta diferencias topológicas relevantes al compararla con otras 
aminotransferasas de las subfamilias Iα y Iɣ, siendo la estructura general un homodímero en el que cada subunidad 
está unido a un residuo catalítico de Lys. Esta estructura es muy similar a la de TcTAT, con algunas diferencias que 
se detallan a continuación (Figura 48). Entre las posiciones 270 y 276 existe un inserto en TcTAT, y en la TAT de 
mamíferos que no se encuentra en LiTAT, y que forma un loop en la superficie de la proteína que, sin embargo, no 
parece afectar a la estructura general de la proteína (Figura 41). La orientación y disposición espacial del anillo 
aromático y del grupo fosfato del PLP es muy similar a la encontrada en TcTAT y en la TAT de mamíferos 
(Nowicki y col., 2001, Mehere y col., 2010). Además, las tres moléculas de agua que ayudan a estabilizar uno de 
los grupos cargados negativamente del fosfato de la coenzima y que fueron identificadas en el mapa de densidad 
electrónica (Figura 42B), también se han identificado en TcTAT (Blankenfeldt y col., 1999). Para llevar a cabo el 
ataque nucleofílico del aminoácido entrante, la aldimina interna (PLP unido a Lys286)  necesita estar protonada y 
normalmente su pKa es inferior a 7, relativamente bajo comparado con otras bases de Schiff en solución ya que la 
aldimina interna se encuentra muy estabilizada por los residuos adyacentes a la proteína (Iwasaki y col., 1994). En 
LiTAT, la aldimina interna no esté protonada a pH 8,5 (el pH utilizado en la cristalización) ya que el el ángulo de 
torsión χ4 de la cadena lateral de Lys253 es de 4 º al igual que TcTAT (Blankenfeldt y col., 1999), por lo que su 
pKa es inferior a dicho pH. Para el desarrollo de la transaminación en las aminotransferasas es necesario que el pKa 
de la aldimina interna se aumente por encima de dos unidades, y esto parece que sólo se consigue mediante la 
formación de un puente salino entre un residuo de Arg adyacente y el carboxilato del sustrato dicarboxílico 
(Hayashi y col., 1998). Sin embargo, como se ha indicado anteriormente, LiTAT no es capaz de reaccionar con 
sustratos dicarboxílicos debido a que no dispone de los residuos necesarios para su unión (Asn y Gln), por lo que el 
hidrógeno de la aldimina interna debe estar estabilizado de otra forma durante el transcurso de la reacción. Una 
posible explicación es la formación de un enlace de hidrógeno intramolecular entre el oxígeno fenólico del PLP y la 
aldimina interna en LiTAT que incrementaría el pka de la aldimina interna y ayudaría a explicar que la enzima 
necesite un pH elevado para poder transaminar (Figura 29). En la enzima de T. cruzi, los residuos que forman un 
enlace de hidrógeno con el oxígeno fenólico de la coenzima (Tyr219 y Asn188) se encuentran estabilizados 
formando un enlace de hidrógeno con la Tyr345 adyacente. Sin embargo, en el caso de la enzima de Leishmania, la 
Tyr345 está sustituída por Phe378 lo que hace que la aldimina interna no se pueda estabilizar por el mecanismo 
tradicional propuesto para las aminotransferasas (Kirsch y col., 1984). Estos datos además, contradicen la hipótesis 







Figura 48. Comparación de la estructura y el centro activo de la tirosina aminotransferasa de L. infantum con los ortólogos en H. 
sapiens y T. cruzi. (A) Alineamiento estructural y del centro activo de LiTAT (en verde) con el ortólogo en H. sapiens (en amarillo). El loop 
ausente en la estructura de LiTAT se señala con una flecha roja.  (B) Alineamiento estructural y del centro activo de LiTAT (en verde) con el 
ortólogo en T. cruzi (en azul). El loop ausente en la estructura de LiTAT se señala con una flecha roja. Los átomos de O, N y P se muestran 
en rojo, azul y magenta respectivamente. 
 
5.3.1. Estudio de la reacción de transaminación en LiTAT mediante simulación por acoplamiento molecular. 
El conocimiento de la estructura del centro activo de la enzima LiTAT ha permitido detectar diferencias 
estructurales, que se reflejan en diferencias funcionales, entre la enzima de L. infantum y las de mamíferos y de T. 
cruzi. Para ello se llevaron a cabo ensayos de acoplamiento molecular in silico para identificar las diferencias entre 
las mismas. Esto permitió conocer las posiciones permitidas que podrían adoptar la piridoxamina fosfato y su 
inmediato precursor (la aldimina externa formada entre el PLP y la tirosina) en el centro activo de la enzima.  
Al realizar la simulación del acoplamiento molecular del complejo PLP-tirosina (como aldimina externa) en 
LiTAT, la única conformación permitida del complejo requería un giro en torno al enlace C4-C4´ manteniendo el 
anillo aromático coplanar. Este movimiento requeriría importantes cambios conformacionales en el centro activo 
del enzima y el paso de la conformación abierta a la conformación cerrada en la que el dominio pequeño se acerca 
al dominio grande (Figura 49). En las aminotransferasas existen estos dos tipos de conformaciones principales 
(Jager y col., 1994) y el paso de una a otra parece estar mediada por la unión del aminoácido en el centro activo y 
conlleva grandes cambios conformacionales (Kasper y col., 1996). 
 
Figura 49. Estados conformacionales abierto y cerrado de la tirosina aminotransferasa de L. infantum. 































De este modo se pudo comparar la actividad enzimática de distintos α-oxoácidos con su disposición adoptada 
en el centro activo del enzima. El presente estudio se ha centrado en la caracterización de la actividad enzimática de 
LiTAT con dichos sustratos que la especificidad de esta enzima con los ortólogos de mamíferos es muy distinta, al 
contrario de lo que sucede con los aminoácidos (Mehere y col., 2010). La actividad enzimática de LiTAT es muy 
similar a la observada en la TAT de L. major. En ambas enzimas la máxima actividad enzimática se produce al 
utilizar piruvato como sustrato aminoaceptor. Sin embargo, no se encontró actividad con sustratos dicarboxílicos 
como el α-cetoglutarato.  
LiTAT es capaz de catalizar la transaminación del oxoácido KMTB, el precursor inmediato de la metionina, 
pero no así la TAT de mamíferos. Por lo tanto, esta enzima podría ser la responsable del último paso en el ciclo de 
la regeneración de la metionina en Leishmania spp. Esta ruta es muy importante especialmente en las fases de 
proliferación celular, ya que el producto S-adenosil metionina es uno de los principales agentes alquilantes en las 
reacciones de trans-metilación para la biosíntesis de poliaminas (Sufrin y col., 1995). Estudios previos en 
tripanosomátidos y en otros protozoos parásitos como Plasmodium falciparum han descrito que esta función la 
llevan a cabo las enzimas aspartato aminotransferasas (Berger y col., 1996, Berger y col., 2001). La importancia de 
esta ruta metabólica ha permitido el desarrollo de una familia de compuestos inhibidores derivados de la 5-
metiltioadenosina frente a T. brucei (Goldberg y col., 1998, Bacchi y col., 1999). 
La simulación de la disposición adoptada por los oxoácidos utilizados en los ensayos de actividad con LiTAT 
(entre ellos el KMTB) en el canal de acceso al centro activo (apartado 4.4.5.) permitió identificar los residuos que 
participan en la selectividad específica frente a cada uno de ellos (Tabla 10). Con las conformaciones observadas, 
el piruvato se dispone en el interior del centro activo, mientras que los oxoácidos α-cetoglutarato y KMTB se 
encuentran en el canal de entrada al centro activo asociados a residuos que forman parte del mismo, de acuerdo con 
el modelo generado (Figura 44B). Sin embargo, la distancia entre el grupo amino que se transfiere desde la 
piridoxamina fosfato al grupo C2 aceptor del oxoácido es mayor en el caso del α-cetoglutarato, disponiéndose a 
una distancia que impide la formación del enlace de hidrógeno entre ambos como paso previo a la transposición 
(Figura 44C), lo que explicaría la baja actividad enzimática que muestra LiTAT con este α-oxoácido dicarboxílico.  
 
5.4. Aplicaciones de la LiTAT en la búsqueda de nuevas estrategias para el control de la leishmaniasis. 
 
5.4.1. Evaluación de la respuesta protectora inducida por LiTAT en el modelo de ratón frente a la infección 
experimental por L. infantum. 
El uso de vacunas recombinantes frente a la infección por Leishmania presenta una serie de ventajas frente a 
las vacunas convencionales con organismos vivos o atenuados como su mejor perfil de seguridad y la facilidad de 
estandarizar los lotes de producción (Bethony y col., 2011). Además, la mejora en la obtención de proteínas 
recombinantes purificadas, utilizando sistemas de expresión génica, disminuyen los costos de producción a gran 
escala. No obstante, como paso previo al desarrollo de una vacuna recombinante, es importante identificar aquellos 
antígenos que estimulan una respuesta protectora en otros modelos animales. 
Para el desarrollo de una vacuna es muy importante evaluar la respuesta protectora que tienen aquellas 
proteínas con una baja identidad de secuencia con los ortólogos en mamíferos. La enzima LiTAT presenta una alta 
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identidad de secuencia en todas las especies del género Leishmania (superior al 80%) pero una baja identidad de 
secuencia (inferior al 40%) con la TAT de mamíferos. Esto hace que LiTAT sea una buena candidata para utilizarla 
como antígeno en el diseño futuro de una vacuna contra la leishmaniasis. Sin embargo, como paso previo es 
recomendable utilizar el modelo de ratón debido a la reproducibilidad en las infecciones, especialmente en la cepa 
BALB/C (Gupta, 2011). La utilización del modelo de ratón como paso previo para evaluar la respuesta protectora 
frente a la infección con Leishmania con una vacuna de ADN vía intranasal con el antígeno LACK (Gonzalo y col., 
2001, Gonzalo y col., 2002, Pinto y col., 2004, Gomes y col., 2007) ha permitido identificar a éste como una 
proteína capaz de inducir una respuesta protectora en perro (Ramos y cols., 2008; Ramos y cols., 2009). En este 
caso la vacunación con el plásmido portador del gen LACK retardaba el establecimiento de la infección y se 
reducía la carga parasitaria en el modelo de ratón transcurridos tres meses desde la infección (Pinto y col., 2004). 
En el caso de la inmunización con LiTAT, los datos muestran que, a pesar de no ser estadísticamente significativos, 
el grupo de ratones inmunizados con LiTAT presenta una carga parasitaria en bazo inferior a la registrada en el 
grupo control positivo (Figura 39). Por consiguiente, en el modelo de ratón, la inoculación de LiTAT protege 
parcialmente frente a la infección experimental con L. infantum. No obstante, es importante tener en cuenta que en 
el modelo de ratón la respuesta protectora frente a la infección con L. infantum es diferente a la observada en 
humano o en el modelo de perro. Por tanto, en el futuro será necesario desarrollar nuevos experimentos en el 
modelo de perro para poder evaluar si la inoculación de LiTAT  reproduce la respuesta protectora observada en el 
modelo de ratón, y a su vez poder analizar la respuesta inmunitaria producida tras la infección con L. infantum. 
 
5.4.2. Diseño racional de inhibidores que bloquean el centro activo de LiTAT. 
Con el aumento de cepas de Leishmania spp. resistentes a la terapia de primera línea, la identificación y 
caracterización de proteínas que puedan ser posibles dianas terapéuticas y la resolución de su estructura para el 
diseño de fármacos, se ha convertido en una estrategia útil para encontrar nuevos farmacóforos que permitan 
diseñar inhibidores de molécula pequeña (small molecules) (Waugh y col., 2014, Brindisi y col., 2015) o incluso 
péptidos que promuevan la disociación  entre subunidades (Toro y col., 2013).  
Debido a las diferencias encontradas en la especificidad de LiTAT frente a los sustratos oxoácidos se generó 
un grupo farmacóforo específico de LiTAT utilizando la disposición adoptada por el KMTB en el canal de entrada 
del la misma. De los cuatro residuos que participan en el reconocimiento de KMTB, dos se conservan en la TAT de 
mamíferos, y los otros dos son distintos, lo que hace de este grupo farmacóforo un buen punto de partida para el 
desarrollo de nuevos compuestos inhibidores. El compuesto L-MEEP, que había sido utilizado previamente como 
agente citotóxico específico frente a células proliferativas tumorales (Quash y col., 2004), cumple con las 
características del farmacóforo generado. Al ensayar el acoplamiento de dicho compuesto al canal de acceso del 
centro activo de LiTAT, éste se situaba interaccionando con los residuos que participan en el reconocimiento del 
oxoácido KMTB (Figura 44). Además, a pesar de los intentos realizados de acoplar molecularmente el L-MEEP en 






La TAT de L. infantum es una proteína que se expresa en las formas infectivas del parásito (promastigotes 
metacíclicos y amastigotes) y su posible participación en los mecanismos de resistencia al estrés oxidativo hacen de 
ella un buen candidato para el desarrollo de moléculas inhibidoras de su actividad. Además, la regulación 
específica de la expresión de la proteína resalta la importancia de ésta en el metabolismo del parásito. Finalmente, 
la resolución de la estructura de la proteína ha permitido identificar aquellas características que diferencian a la 
TAT de Leishmania de las tirosina aminotransferasas de mamíferos, lo que permitirá el diseño de nuevas moléculas 



































































































1. La tirosina aminotransferasa de L. infantum se expresa en las formas infectivas del parásito 
(amastigotes y promastigotes metacíclicos) y se sobre-expresa en promastigotes resistentes a 
óxido nítrico. Los máximos niveles de expresión relativa de la proteína se observan en 
promastigotes en fase logarítmica temprana de cultivo axénico. 
2. El hierro es un nutriente necesario para el inicio de la expresión de la tirosina aminotransferasa en 
promastigotes de L. infantum en cultivo. 
3. La ausencia de suero en el medio de cultivo, la inhibición de la actividad del proteasoma y la 
deleción del extremo N-terminal de 38 aminoácidos evitan total o parcialmente la degradación de 
la tirosina aminotransferasa de L. infantum. 
4. La localización subcelular de la tirosina aminotransferasa de L. infantum es citoplasmática en 
acúmulos alrededor del bolsillo flagelar en fase logarítmica y probablemente, 
compartimentalizada en promastigotes metacíclicos.  
5. Los promastigotes de L. infantum en cultivo excretan el producto final de la reacción de 
transaminación de la tirosina, el ácido p-hidroxifenil láctico. 
6. Se ha confirmado la capacidad de la enzima tirosina aminotransferasa de L. infantum de 
transaminar piruvato y α-cetometiltiobutirato utilizando tirosina como aminodonador. La enzima 
no es capaz de reaccionar con los sustratos dicarboxílicos α-cetoglutarato y oxalacetato. 
7. La enzima málica de L. infantum interacciona con LiTAT y es capaz de deshidrogenar el p-
hidroxifenilpiruvato utilizando NADPH como coenzima. 
8. La administración de LiTAT en la infección experimental de L. infantum en el modelo de ratón 
induce la disminución de la carga parasitaria en bazo. 
9. Se ha resuelto la estructura de la tirosina aminotransferasa de L. infantum unida a la coenzima PLP 
a una resolución de 2.35 Å. La proteína presenta una estructura homodimérica en la que cada 
subunidad está formada por un dominio mayor con una estructura tipo α/β/α y un dominio menor 
formado por los extremos N- y C-terminal. Cada monómero dispone de una molécula de PLP 
unida de forma covalente al residuo catalítio Lys286 y se encuentra en la interfaz dimérica. 
10. Mediante una aproximación in silico, se ha diseñado un farmacóforo específico para bloquear la 
proteína LiTAT utilizando la disposición espacial adoptada por el sustrato α-cetometiltiobutirato 
en el centro activo del enzima. Esto ha llevado a la identificación del compuesto L-metionin-































































1. Tyrosine aminotransferase from L. infantum is expressed in the infective forms of the parasite 
(amastigotes and metacyclic promastigotes) and it is over-expressed in promastigotes resistant to 
nitric oxide. The maximum levels of relative expression are observed in early-logarithmic 
promastigotes in axenic culture. 
2. Iron is a nutrient required for initiation of the expression of tyrosine aminotransferase in L. 
infantum promastigotes. 
3. Serum depletion from the culture medium, inhibition of the 26S subunit of the proteasome and 
deletion of the first 38 amino acids of the N-terminus avoid, partially or totally the degradation of 
tyrosine aminotransferase from L. infantum. 
4. The subcellular localization of tyrosine aminotransferase from L. infantum is cytoplasmic in 
aggregates surrounding the flagellar pocket in logarithmic stage and it is probably 
compartmentalized in metacyclic promastigotes. 
5. L. infantum promastigotes excrete the end-product of the tyrosine transamination pathway, the p-
hydroxyphenyl lactic acid. 
6. The ability of tyrosine aminotransferase to transaminate pyruvate and α-ketomethyl thiobutyrate 
with tyrosine as the aminodonor partner has been confirmed. The enzyme is not able to 
transaminate dicarboxilic substrates as α-ketoglutarate or oxalacetate. 
7. The malic enzyme from L. infantum interacts with LiTAT and is able to dehydrogenate the p-
hydroxyphenyl pyruvic acid acid using NADPH as coenzyme. 
8. The administration of LiTAT in the experimental infection with L. infantum in the mouse model, 
lead to a decrease of the parasite burden in spleen. 
9. The structure of tyrosine aminotransferase from L. infantum bonded to the coenzyme pyridoxal 
phosphate has been solved at 2.35 Å. The protein displays an homodimeric structure in which 
each subunit has a major domain with an α/β/α structure and a minor domain formed by N- and C-
terminal ends. Each monomer is covalently bonded through its catalytic residue Lys286 to a PLP 
molecule located at the interface of the homodimer. 
10. A specific pharmacophore has been designed using the spatial disposition adopted by the substrate 
α-ketomethyl thiobutyrate in the active center of the enzyme. This led to the identification of the 
compound L-methionine-ethyl pyruvate as a feasible specific inhibitor of tyrosine 
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